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AVANT PROPOS

Au cours de ma thèse, je me suis intéressé à la protéine découplante

mitochondriale UCP2 et à son influence dans la signalisation cellulaire et le

métabolisme des macrophages.

Dans une première partie, les mitochondries et leurs fonctions seront introduites,

ainsi que les protéines découplantes. Cette présentation permettra de faire le point sur

les connaissances actuelles concernant UCP2, notamment dans le système immunitaire

et la production de radicaux libres (ROS), mais également de mettre en évidence

certaines controverses quant aux fonctions d’UCP2. Dans la deuxième partie de

l’introduction, je ferais une présentation générale sur les macrophages où seront

également abordées les voies de signalisation importantes dans l’activation des

macrophages. L’une de ces voies implique les ROS. La dernière partie de l’introduction

sera centrée sur la physiopathologie du diabète de type 1 dans lequel UCP2 pourrait

avoir un rôle.

Le travail expérimental s’est déroulé selon plusieurs axes. Il a débuté par le

modèle d’infection des souris Ucp2-KO et Ucp2-WT par Listeria monocytogenes. Cette

étude met en évidence un rôle régulateur d’UCP2 sur le développement de la réponse

immune. Dans un deuxième temps, nos études in vitro des voies de signalisation ont

démontré la participation de la mitochondrie à la signalisation par les ROS lors de

l’activation des macrophages via la modulation d’UCP2. Par conséquent, les

macrophages Ucp2-KO ont une signalisation des voies MAPK augmentée après

stimulation, responsable de leur meilleure capacité de réponse. Cette meilleure activité

des macrophages Ucp2-KO a été confirmée in vivo dans le cadre du diabète de type 1.

Le développement de cette maladie autoimmune est fortement accélérée chez les souris

Ucp2-KO. Cependant, ces données physiologiques ne permettent pas de conclure sur

l’activité biochimique d’UCP2. Notre laboratoire a récemment démontré que la

glutamine était un inducteur spécifique de l’expression d’UCP2. Nous nous sommes

ainsi intéressés au métabolisme de la glutamine dans les macrophages Ucp2-KO et

avons montré que les macrophages Ucp2-KO ont une capacité d’oxydation de la

glutamine inférieure aux macrophages Ucp2-WT. Enfin, dans une dernière partie, une

histoire de l’évolution des UCP de mammifères et aviaire sera décrite, basée sur nos

études phylogénomiques.
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Le dernier chapitre de cette thèse discutera les données présentées afin de

proposer un modèle sur la fonction d’UCP2, associant les résultats sur la production de

ROS mitochondriaux et l’oxydation de la glutamine.



Figure 1 : La mitochondrie et ses transporteurs.
Les mitochondries comportent deux membranes qui délimitent la matrice mitochondriale,
l’espace intermembranaire et le cytoplasme. La porine, présente dans la membrane externe,
permet le transport passif de molécule d’une masse moléclaire inférieure à 7000 Da entre le
cytoplasme et l’espace intermembranaire. Des transporteurs spécifiques sont en revanche
nécessaire pour que les molécules franchissent la membrane interne.  Celle-ci contient la chaîne
respiratoire et la F0/F1 ATP synthase.
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INTRODUCTION

I/ La mitochondrie

La vie cellulaire nécessite de l’énergie. Celle-ci provient d’une multitude de

molécules organiques. Le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines aboutit

soit au stockage de l’énergie (triglycérides, glycogène) soit à l’élaboration d’une

molécule directement utilisable : l’ATP. L'ATP est constamment disponible et

immédiatement régénéré. La plus grande partie de l'ATP est produite dans les

mitochondries.

Les mitochondries sont des organites, de l'ordre du micron, présents dans toutes

les cellules eukaryotes à l'exception des érythrocytes. Outre la synthèse d'ATP, d'autres

réactions fondamentales s'y déroulent telles que le cycle de Krebs ou la b-oxydation des

acides gras.

Les mitochondries possèdent deux membranes. Une membrane interne et une

membrane externe qui délimitent deux compartiments : l'espace intermembranaire et la

matrice mitochondriale. La membrane externe est lisse. Des échanges passifs ont lieu

entre le cytoplasme et l’espace intermembranaire par l'intermédiaire de canaux

protéiques, les porines. Ainsi, la membrane externe est perméable à toute molécule de

masse moléculaire inférieure à 7000 Da. A l’inverse, la membrane interne comporte de

nombreuses invaginations. C'est au sein de celle-ci que se trouvent l'ATP synthase et les

complexes de la chaîne respiratoire. La membrane interne étant imperméable aux ions,

il existe de nombreux transporteurs spécifiques leur permettant de pénétrer dans la

matrice (Fig. 1).

La plupart des protéines mitochondriales sont codées par des gènes nucléaires,

synthétisées dans le cytosol puis importées à l'intérieur de la matrice. Néanmoins, la

mitochondrie possède son propre matériel génétique. L’ADN mitochondrial circulaire

code des ARNt et des ARNr mitochondriaux ainsi que des sous-unités des complexes de

la chaîne respiratoire. L’ADN mitochondrial est transcrit et traduit dans la matrice.



Figure 2 : Le métabolisme cellulaire.
Le catabolisme des glucides, des lipides et des protéines aboutit à la production d’acétyl-CoA,
substrat principal du cycle de Krebs.

Figure 3 : Le cycle de Krebs.
Le cycle tricarboxylique ou cycle de Krebs est un carrefour métabolique où se rejoignent les
substrats énergétiques. Le cycle de Krebs extrait l'énergie de l'acétyl-CoA pour produire 1 ATP,
3 NADH,H+ et 1 FADH2 qui sont repris par la chaîne respiratoire. En bleu sont mentionnés
l'aconitase et la fumarase, deux enzymes dont il sera question dans l'article macrophage/LPS.
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1/ Les fonctions

La mitochondrie est considérée comme l’usine à énergie de la cellule en raison

de son rôle dans la synthèse d’ATP. Cependant, il ne s’agit pas de sa seule fonction.

Outre la synthèse d’hormones stéroïdes, de l’hème et du maintien de l’homéostasie

calcique, les mitochondries sont également impliquées dans l’apoptose. Nous ne

traiterons dans ce chapitre que de leur rôle dans la production d’énergie et l’apoptose.

1.1/ La production d'énergie

Les mitochondries possèdent un équipement enzymatique unique qui leur permet :

. de transférer l'énergie contenue dans les molécules d'acétyl-CoA aux co-enzymes

NAD+ et FAD  dans le cycle de Krebs.

. d’utiliser l'énergie des co-enzymes par la chaîne respiratoire pour la synthèse d'ATP.

1.1.1/ Le cycle de Krebs

Le principal substrat du cycle de Krebs est l’acétyl-CoA (Fig. 2).

. Origine glucidique

Dans ce cas, le glucose, le glycogène et le lactate sont oxydés en pyruvate. La

pyruvate deshydrogénase catalyse ensuite la formation de l’acétyl-CoA.

. Origine lipidique

Les acides gras sont d’abord transformés en acyl-CoA. L’acyl-CoA entre dans la

mitochondrie grâce à la carnitine-acyl transférase. Dans la matrice, l’acyl-CoA est

oxydé dans l’hélice de Lynen sur son carbone b. Chaque tour forme un acyl-CoA ayant

perdu 2 carbones, un acétyl-CoA et des co-enzymes réduits. L’acyl-CoA sera oxydé

autant de fois qu’il possède de paires de carbone.

. Origine protéique

Certains acides aminés qui proviennent du catabolisme des protéines peuvent

donner directement de l’acétyl-CoA. Il s’agit de l’Ile, Leu, Lys, Trp. D’autres

conduisent au pyruvate et par conséquent à l’acétyl-CoA (Ala, Cys, Ser, Gly, Thr et

Trp).

Le cycle de Krebs est un ensemble de 8 réactions coordonnées qui ont lieu dans

la matrice mitochondriale (Fig. 3). Il permet d’extraire l’énergie contenue dans l’acétyl-



Figure 4 : La glutaminolyse.
Dans la matrice mitochondriale, la glutamine est convertie en glutamate.
1/ L'aspartate amino-transférase catalyse la transamination du glutamate en a-céto-glutarate et
l'oxalo-acétate en aspartate.
2/ La glutamate deshydrogènase catalyse la désamination du glutamate en a-céto-glutarate.
L'a-céto-glutarate généré de ces deux manières entre dans le cycle de Krebs.

Figure 5 : La chaîne respiratoire.
Les électrons du NADH,H+ son captés par le complexe I contenant la NADH deshydrogénase.
La succinate deshydrogenase du complexe II réduit le FAD en FADH2.
Les électrons sont ensuite transportés au complexe III par le coenzyme Q. Au cours du cycle du
Co-Q, les électrons sont ensuite transférés un à un aux cytochromes du complexe III, puis au
cytochrome c. Le cytochrome c est situé sur la face externe de la membrane interne. Elle
transporte les électrons au complexe IV qui catalyse la réduction de l’oxygène en deux
molécules d’eau. En parallèle au transport des électrons, un gradient électrochimique est établi
de part et d’autre de la membrane interne par le pompage de protons au niveau des complexes I,
III et IV. Ce gradient constitue une force protomotrice utilisée par la F0/F1-ATP synthase pour
la production d’ATP.
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CoA en l’oxydant en 2 CO2. L’énergie est transférée sur les co-enzymes NAD+ et FAD

et sur un ADP. Les coenzymes réduits (3 NADH,H+ et 1 FADH2) entrent dans la chaîne

respiratoire.

L’oxalo-acétate est régénéré en fin de cycle mais il est également fourni par la

carboxylation du pyruvate ou la transamination de l’aspartate.

Les acides aminés entrent dans le cycle en donnant de l’a-céto-glutarate, du

succinyl-CoA ou du fumarate. Le cas de la glutamine est décrit plus en détail dans la

figure 4.

1.1.2/ La chaîne respiratoire

1.1.2.1/ Description

La chaîne respiratoire est un ensemble de complexes enzymatiques situés dans la

membrane interne de la mitochondrie.

- complexe I : NADH-coenzyme Q oxydo-réductase

- complexe II : succinate-coenzyme Q oxydo-réductase

- complexe III : ubiquinol-cytochrome c oxydo-réductase

- complexe IV : cytochrome c oxydase

Elle permet la réoxydation des co-enzymes NADH,H+ et FADH2. Par une série

de réactions d’oxydo-réduction, les électrons sont transportés au complexe IV où

l’oxygène est réduit en eau. Parallèlement, des protons sont pompés de la matrice vers

l’espace intermembranaire par les complexes I, III et IV, créant un gradient

électrochimique. C’est ce gradient qui fournit à la F0/F1-ATP synthase l’énergie

nécessaire à la phosphorylation de l’ADP en ATP (Fig. 5). En effet, les protons

retournent dans la matrice mitochondriale via l’ATP synthase. Ainsi, la phosphorylation

de l’ADP en ATP, c’est-à-dire la synthèse d’ATP est directement couplée à l’oxydation

des co-enzymes par la chaîne respiratoire mitochondriale.

1.1.2.2/ Régulation

Un premier point de contrôle de la synthèse d’ATP est la concentration

d’oxygène qui dépend de l’apport via la respiration pulmonaire et la circulation.

Les taux d’ADP et d’ATP contrôlent également la chaîne respiratoire. En effet,

lorsque la concentration en ADP est faible et la concentration en ATP élevée, les

oxydations cellulaires sont diminuées et par conséquent l’activité de la chaîne ralentie.

A l’inverse, si la concentration en ATP est faible, c’est-à-dire que la consommation

cellulaire d’ATP est élevée, le fonctionnement de la chaîne respiratoire augmente.
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1.1.2.3/ Un couplage imparfait

Les expériences réalisées in vitro sur des mitochondries isolées ont montré que

l’augmentation de la quantité d’ADP favorise la respiration et la synthèse d’ATP. La

respiration est donc bien couplée à la synthèse d’ATP.

Dans le même temps, lorsque ces expériences sont réalisées en l’absence d’ADP,

il n’y a pas de synthèse d’ATP. Néanmoins, une respiration est toujours observée, bien

que 3 à 10 fois plus faible. Ceci signifie que le couplage entre l’oxydation des co-

enzymes (respiration) et la synthèse d’ATP n’est pas parfait et donc un certain

pourcentage de la respiration n’est pas couplée à la synthèse d’ATP. Une explication est

une fuite de protons à travers la membrane interne.

1.2/ La production de radicaux libres par la mitochondrie

1.2.1/ Les espèces réactives de l’oxygène

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) constituent une famille de petites

molécules dérivées de l'oxygène. Elle inclut des radicaux oxygénés (anion superoxyde,

hydroxyle, peroxyle) et un certain nombre de molécules non radicalaires qui sont des

agents oxydants ou facilement convertibles en radicaux (ion hypochlorite, peroxyde

d'hydrogène, ozone ou oxygène singulet). Les différents ROS sont répertoriés dans le

tableau ci-dessous.

espèce formule

anion superoxyde O2
°-

peroxyde d’hydrogène H2O2

radical hydroxyle HO°

radical alkoxyle RO°

radical peroxyle ROO°

anion hydroxyde HO-

ozone O3

ion hypochlorite HOCl

oxygène singulet 1O2



Figure 6 : La production de ROS par le complexe III.
Au cours de la phosphorylation oxydative, les électrons sont transférés des coenzymes réduits
(NADH,H+, FADH2) au complexe IV. Au cours de ce transport, se déroule le cycle du Co-Q.
Une molécule Co-Q et une molécule Co-QH2 se fixent au complexe III en 2 sites.
Co-QH°, instable, est capable de réagir avec les molécules d’oxygène, générant l’anion
superoxyde. La vitesse de la chaîne est responsable de la durée de vie de Co-QH° et donc de la
génération de ROS par la chaîne respiratoire.
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1.2.2/ La production mitochondriale

La production de ROS a plusieurs origines comme la NADPH oxydase (chapitre

II.3.2.1/) ou la mitochondrie. Dans cette partie, il ne sera question que la production

mitochondriale. La mitochondrie est la principale source de production de ROS dans

une cellule au repos. Lorsque les électrons transportés par la chaîne respiratoire sont

perdus, ils se combinent avec l'oxygène résultant en la formation de l'anion superoxyde.

Ce phénomène a principalement lieu au niveau des complexes I et III (Turrens, 1997),

les sources mineures de ROS mitochondriaux étant l’a-céto-glutarate deshydrogénase

du cycle de Krebs et la monoamine oxydase (Tretter et Adam-Vizi, 2004 ; Andreyev et

al. 2005). Le mécanisme de production par le complexe I est encore débattu (Adam-Vizi

et Chinopoulos, 2006). Dans le complexe III, la fuite d’électrons a lieu au cours du

cycle du co-enzyme Q (Fig. 6) (Chen et al., 2003). Dans ce cas, la demi-vie du radical

ubisemiquinone (Co-QH°) est déterminante. Si la chaîne tourne lentement la demi-vie

des intermédiaires augmente (comme celle de Co-QH°), favorisant la production de

superoxyde. A l’inverse, une vitesse plus élevée diminuera la demi-vie de Co-QH° et la

probabilité de fuite d’électrons. La production de ROS mitochondriaux est ainsi

fonction de l’état métabolique de la cellule.

A cette notion de vitesse, il faut ajouter celle d’un découplage partiel (mild

uncoupling). Ainsi, un léger découplage de la respiration permettrait une accélération de

la chaîne et donc une diminution de la production de superoxyde (Skulachev, 1998).

La production de ROS est une cascade qui débute avec la formation du

superoxyde. Ainsi, lors de la respiration mitochondriale, 0,2 à 2% du flux d'électrons

conduirait à la production de ROS (Chance et al., 1979, St-Pierre et al., 2002). L’anion

superoxyde est donc un dérivé « involontaire » de la respiration.

1.2.3/ Les espèces dérivées et les systèmes anti-oxydants

Les ROS sont hautement réactifs et peuvent endommager les molécules

cellulaires. Les cellules possèdent différents mécanismes enzymatiques pour s’en

protéger, tels que la glutathion peroxydase, la catalase ou la superoxyde dismutase

(SOD) (Wassmann et al., 2004). En réponse au superoxyde et au peroxyde, la cellule



Figure 7 : L’histoire des ROS.
La production de ROS débute par la gérération de l’anion superoxyde. Celui-ci est converti en
peroxyde d’hydrogène par la superoxide dismutase (SOD). Par l’action de la catalase ou de la
glutathion peroxydase, H2O2 se transforme en eau. La myéloperoxydase (MPO) catalyse la
transformation du superoxyde en ion hypochlorite. La réaction de Fenton se déroule en présense
de métaux de transition. A partir de H2O2, elle produit le radical hydroxyle et l’anion
hydroxyde. La réaction du monoxyde d’azote avec le superoxyde forme le peroxynitrite.

Figure 8 : Les dégâts des ROS et du NO sur l’activité mitochondriale.
La production de NO et de ROS ont des conséquences sur le fonctionnement de la
mitochondrie. L’anion superoxyde est produit par la chaîne respiratoire. Il se dismute en H2O2,
capable de diffuser hors de la mitochondrie pour agir dans le cytoplasme. Le NO et le
superoxyde réagissent pour former du peroxynitrite, une molécule très réactive. ROS et NO sont
responsables de l’altération des fonctions mitochondriales, comme les transporteurs
mitochondriaux ou l’aconitase du cycle de Krebs. Ils peuvent également endommager l’ADN
mitochondrial, voire entraîner l’apoptose.
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augmente l’expression de ces enzymes  (Zelko et al., 2002) (Fig. 7).

Le superoxyde se dismute spontanément en peroxyde d'hydrogène (H2O2) à pH

faible (comme dans le phagosome) ou sous l'action de la SOD (Fridovich, 1978).

2 O2
°- + 2 H+ => H2O2 + O2

La glutathion peroxydase permet la neutralisation du peroxyde :

2 GSH + H2O2 => GSSG + 2 H2O

La catalase, présente dans les peroxysomes, réduit le peroxyde :

2 H2O2 => O2 + 2 H2O

Une réaction biologique importante est la formation du radical hydroxyle par la

réaction de Fenton (Imlay et al., 1988).

H2O2 + Fe2+ => Fe3+ + HO- + HO°

D'autres éléments dans la cascade de production de ROS incluent la réaction du

superoxyde avec le monoxyde d’azote NO pour former le peroxynitrite ou la formation

de l'ion hypochlorite à partir de H2O2, catalysée par la myélo-peroxydase du

phagosome.

Les ROS réagissent avec diverses molécules comme les protéines, les lipides, les

acides nucléiques, pouvant ainsi altérer ou détruire la fonction des molécules cibles. Par

conséquent, les ROS ont été catalogués comme principaux contributeurs aux dommages

causés dans l’organisme. La figure 8 illustre la production mitochondriale de ROS et

leurs conséquences biologiques.

1.3/ L’apoptose

La mort cellulaire programmée ou apoptose est un phénomène physiologique

déterminant. Elle permet l’élimination des cellules anormales ou indésirées.

L’apoptose peut être induite de deux manières. L’une est la voie extrinsèque qui

est initiée par les récepteurs de mort de la membrane plasmique (TNF-R, Fas). La

seconde est une voie intrinsèque en réponse à une rupture de l’homéostasie



Figure 9 : L’apoptose.
En réponse à un signal de mort intrinsèque (ROS, mutations de l’ADN) ou extrinsèque (TNF-a,
FasL) la cellule initie une cascade d’événements conduisant à sa mort par apoptose. Au niveau
de la mitochondrie, l’ouverture du pore de transition libère dans le cytoplasme plusieurs
médiateurs. Le cytochrome c et Apaf-1 activent la pro-caspase 9. Smac/DIABLO lève
l’inhibition qui pèse sur les voies d’activation des caspases. AIF active endo-G, participant à la
dégradation de l’ADN.

MTP
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intracellulaire. Quelle que soit le mode d’induction (intrinsèque ou extrinsèque), les

caractéristiques morphologiques de l’apoptose sont similaires, à savoir une réduction de

la taille de la cellule, une condensation de la chromatine, un clivage des chromosomes,

une rupture de la membrane plasmique et une transformation des organites cellulaires

en vésicules appelées corps apoptotiques.

De nombreuses molécules participent à l’apoptose comme les caspases mais

aussi le pore de transition de perméabilité mitochondrial (MTP). Les caspases

constituent deux groupes. D’un côté les caspases initiatrices (tels que les caspases 2, 8

et 9)  qui clivent et activent plusieurs enzymes ou protéines impliquées dans l’apoptose.

De l’autre, les caspases effectrices (comme les caspases 3, 6 et 7) qui dégradent des

cibles cellulaires précises au cours de l’apoptose. Le MTP est constitué de la porine, la

cyclophiline D et de l’échangeur ADP/ATP.

Les facteurs stimulant l’induction de l’apoptose faisant intervenir la

mitochondrie sont multiples. Ils incluent les radiations ionisantes, les dommages de

l’ADN, l’activation de facteurs suppresseurs de tumeurs (comme p53) ou d’oncogènes,

des médiateurs lipidiques ou des agents toxiques.

L’ouverture du MTP est contrôlée par les protéines de la famille Bcl-2 (pour B

cell leukemia/lymphoma-2). Cette famille regroupe des protéines pro-apoptotiques

(comme Bax, Bad et Bid) et anti-apoptotiques (tels que Bcl-2 et Bcl-xL). L’activation

intrinsèque de l’apoptose conduit à l’insertion de protéines pro-apoptotiques dans la

membrane des mitochondries où elles s’oligomérisent. Ces complexes multimériques

provoquent la rupture des membranes mitochondriales et l’ouverture du MTP.

La conséquence est d’une part la perte du gradient électrochimique entre la

membrane interne et la matrice. D’autre part, des protéines pro-apoptotiques sont

libérées dans le cytoplasme comme AIF (Apoptosis-Inducing Factor), Smac/DIABLO

(Second Mitochondria-Derived Activator of Caspase, Direct Inhibitor of Apoptosis

protein Binding protein with Low pI) et le cytochrome c.

Le cytochrome c libéré dans le cytoplasme s’associe à Apaf-1 (Apoptotic

Protease Activating Factor-1). Le complexe ainsi formé ou apoptosome, clive et active

la pro-caspase 9. Les IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) sont des protéines

cytoplasmiques qui inhibent l’activation des pro-caspases. Une fois dans le cytoplasme,

Smac/DIABLO inhibe les IAP, favorisant l’activation de la caspase 9. Une autre

protéine libérée est AIF. Elle active l’endonucléase G, une DNase mitochondriale, qui

transloque dans le noyau au cours de l’apoptose (Fig. 9).



Figure 10 : L’organisation des transporteurs mitochondriaux
(Pebay-Peroula et al., Nature, 2003)
(A) Topologie de l’ADP/ATP translocase, représentative des transporteurs mitochondriaux.
Leur struture secondaire comporte 6 hélices a-transmembranaires (H), 3 boucles matricielles
(M) et 2 boucles dans l’espace inter-membranaire. Les extrémités N- et C- terminales sont dans
l’espace inter-membranaire.
(B) Schéma de la structure de la translocase.

A B
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L’apoptose est un phénomène finement régulé qui fait interagir de nombreux

partenaires pro et anti-apoptotiques.

2/ Les protéines découplantes

Comme nous l’avons précédemment mentionné, l’imperméabilité aux ions de la

membrane interne rend nécessaire la présence de transporteurs spécifiques. Ces

protéines, au sein de la membrane interne, constituent une famille, celle des

transporteurs mitochondriaux. Ils contrôlent les échanges entre la matrice et le

cytoplasme des acides aminés, des ions, de l’ATP et de nombreux métabolites. Ce sont

donc des régulateurs du métabolisme mitochondrial.

Les membres de cette famille protéique partagent plusieurs caractéristiques,

comme une structure primaire constituée de trois domaines homologues d’une centaine

d’acides aminés formant chacune deux hélices-a transmembranaires et une masse

moléculaire d’une trentaine de kilo-daltons (Fig. 10). Un sous-groupe de cette famille

est celui des protéines découplantes (UCP).

2.1/ UCP1 et le découplage

Le tissu adipeux brun (TAB) est un organe spécialisé dans la production de

chaleur sans contraction musculaire, il s’agit de la thermogenèse sans frisson. Ce tissu

est spécifique des mammifères homéothermes et est localisé entre autre dans les régions

périaortiques, périrénales et interscapulaires. Le TAB est responsable d’une

thermogenèse sans frisson lors d’une exposition au froid. Ce tissu est fortement irrigué

et innervé par le système nerveux sympathique. Ainsi, la stimulation adrénergique

augmente l’activité du TAB et le flux sanguin permet la propagation de la chaleur

produite vers les organes. Ce tissu est donc essentiel chez les animaux de petites tailles

comme les petits rongeurs, chez les animaux hibernants et chez tous les mammifères

nouveaux-nés y compris chez l’homme (Smith et Horwitz, 1969).

Le TAB est constitué d’adipocytes bruns d’aspect multi-oculaires comparés à

des adipocytes blancs constitués d’une seule vacuole lipidique (Nicholls et Locke,

1984). Outre les nombreuses goutelettes lipidiques, les adipocytes bruns présentent un



Figure 11 : Le découplage.
(A) La réoxydation des coenzymes libère des électrons qui réduisent l’oxygène en eau par le
complexe IV. Ce phénomène s’accompagne d'un pompage de protons par les complexes I, III et
IV, établissant un gradient électrochimique. Cette force protomotrice est utilisée pour la
synthèse d’ATP par la F0/F1-ATP synthase.
(B) UCP1 découple la respiration de la synthèse d’ATP puisqu’elle constitue une voie
alternative de retour des protons dans la matrice. Pour lutter contre la diminution du potentiel de
membrane causée par UCP1, la cellule puise dans ses réserves. Les réactions métaboliques sont
ainsi augmentées pour alimenter la chaîne en coenzymes réduits. Elles s’accompagnent d’une
production de chaleur.

A

B
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grand nombre de mitochondries ayant une membrane interne extrêmement développée.

Dans les mitochondries de TAB, la respiration est fortement découplée de la synthèse

d’ATP. Le responsable de cette activité est la protéine découplante UCP1 (Nicholls et

Locke, 1984).

UCP1, est la première protéine découplante découverte. Elle est spécifique du

tissu adipeux brun (Ricquier et Kader., 1976 ; Heaton et al., 1978, Bouillaud et al.,

1985). Elle permet un retour des protons à travers la membrane interne sans passer par

la F0/F1-ATP synthase. Cette voie alternative de retour des protons dans la matrice n’est

donc pas couplée à la synthèse d’ATP (Fig. 11). Le découplage provoque une

diminution du gradient électro-chimique. Par conséquent, l’activité de la chaîne

respiratoire augmente afin de maintenir le potentiel membranaire et la synthèse d’ATP.

Cette augmentation d’activité nécessite un apport de substrats assuré par les lipides

contenus dans les goutelettes lipidiques des adipocytes bruns. L’oxydation des acides

gras fournit ainsi les co-enzymes qui alimentent la chaîne respiratoire. Cette

augmentation des réactions métaboliques dans la cellule participe à la production de

chaleur.

2.2/ UCP2

UCP1 est spécifique du TAB où son activité découplante est régulée. Par contre,

un couplage imparfait de la phosphorylation oxydative n’est pas spécifique du TAB. En

effet, l’existence d’une fuite de protons a été décrite dans les mitochondries de muscle,

de thymocytes ou d’hépatocytes, entre autre (Stuart et al. 2001).

2.2.1/ La famille des UCP

L’existence d’homologues d’UCP1 était donc une hypothèse naturelle pour

expliquer la fuite de protons. Les recherches ont conduit à l’identification de plusieurs

gènes, parmi lesquels UCP2 et UCP3 (Fleury et al., 1997 ; Vidal-Puig et al., 1997).

UCP4 (Mao et al., 1999) et BMCP1 (Sanchis et al., 1998) sont des homologues présents

dans le cerveau et KMCP1 (Haguenauer et al., 2005) est exprimé dans le rein. Outre les

mammifères, la famille des UCP a des représentants chez les oiseaux avUCP

(Raimbault et al., 2001), chez les poissons (Stuart et al., 1999) et dans le règne végétal

StUCP (Laloi et al., 1997).

Le gène Ucp2 a été cloné en 1997. Il est situé sur le chromosome 7 de la souris
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et sur le chromosome 11 de l’homme dans une région liée à l’hyperinsulinémie et

l’obésité (Fleury et al., 1997). UCP2 comporte 309 acides aminés pour une masse

moléculaire de 33 kDa. L’homologie protéique entre UCP2 et UCP1 est de 59%. Les

gènes Ucp2 et Ucp3 sont adjacents et espacés de 7 kb chez l’homme (Solanes et al.,

1997 ; Pecqueur et al., 1999). UCP3 présente 72% de similarité avec UCP2 et 57% avec

UCP1. Elle est exprimée dans le muscle squelettique chez l'homme et  le TAB (Vidal-

Puig et al., 1997Ricquier et Bouillaud., 2000 ; annexe 1).

2.2.2/ La distribution et la régulation de l’expression d’UCP2

2.2.2.1/ Distribution

La présence de l’ARNm et de la protéine UCP1 est restreinte au TAB,

contrairement à UCP2 dont l’ARNm est ubiquitaire. Quant à la protéine, son expression

tissulaire est plus variable. En effet, UCP2 n’est détectée que dans certains tissus, ceux

exprimant fortement l’ARNm, comme la rate, le poumon, l’intestin, l’estomac et le tissu

adipeux blanc (Pecqueur et al., 2001). Pour ce qui est des autres organes où l’ARNm est

moins abondant, la protéine n’est pas exprimée ou non detectable comme dans le foie

ou le rein (Pecqueur et al., 2001).

Au niveau cellulaire, UCP2 a été mis en évidence dans les cellules b-

pancréatiques, mais aussi dans les macrophages (Pecqueur et al. 2001, Kizaki et al.,

2002).

2.2.2.2/ Régulation

Une stimulation par le LPS ou un jeûne induisent la protéine UCP2

respectivement dans le poumon et l'intestin, et ce sans augmentation de l'ARNm

(Pecqueur et al., 2001). Ceci témoigne d'une forte régulation traductionnelle. En fait,

l'étude de l'ARNm a montré une longue région 5' non traduite qui inhibe la phase

ouverte de lecture (ORF) codant pour UCP2 (Pecqueur et al., 2001 ; Hurtaud et al.,

2006).

2.2.3/ L’activité physiologique

La forte homologie entre UCP1 et UCP2 laissait penser à une activité

biochimique similaire. Cependant, les recherches ont abouti à des implications

physiologiques éloignées du rôle d’UCP1 et de la thermogenèse.
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2.2.3.1/ La sécrétion d’insuline

La surexpression d’UCP2 dans des îlots de Langerhans du pancréas de rats

inhibe la sécrétion d’insuline en réponse au glucose sans modifier le contenu en insuline

des îlots (Chan et al., 1999). Ce rôle d’UCP2 sur la production d’insuline est confirmé

par l’analyse des îlots des souris Ucp2-KO. En effet, ces îlots ont une meilleure capacité

à sécréter de l’insuline en réponse au glucose (Zhang et al. 2001). Ces observations ex

vivo sur le contrôle de la sécrétion d’insuline sont confirmées in vivo puisque les souris

Ucp2-KO sont hypo-glycémiques et hyper-glycémiques en phase post-prandiale (Zhang

et al., 2001). D’autre part, chez les souris obèse ob/ob, l’invalidation d’Ucp2 corrige

leur hyperglycémie grâce à une augmentation de la production d’insuline (Zhang et al.,

2001). Plus récemment, il a été montré que la modulation de l’expression ou de

l’activité d’UCP2 permettait de modifier la sécrétion d’insuline in vitro et in vivo

(Bordone et al., 2006 ; Zhang et al. 2006 ; De Sousa et al., 2007). Ces publications

suggèrent ainsi un rôle potentiel d’UCP2 dans le diabète de type 2.

A l’inverse, d’autres études sont en contradiction directe avec les publications

précédemment citées. Les souris qui surexpriment UCP2 spécifiquement dans les

cellules b-pancréatiques ont une glycémie et une insulinémie normale (Produit-

Zengaffinen et al., 2007). Dans cette publication, les îlots de ces souris ainsi que des

cellules INS-1 surexprimant UCP2 ont une production d’insuline en réponse au glucose

similaire aux sauvages (Produit-Zengaffinen et al., 2007). Dans une autre étude la

surexpression d’UCP2 dans les îlots favorisent la sécrétion d’insuline (Wang et al.,

1999). Dans notre laboratoire et nos conditions d’élevage, aucune des mesures de

glycémie post-prandiale effectuées n’a pu mettre en évidence de différence entre les

souris sauvages et les souris Ucp2-KO.

Néanmoins chez l’homme, il existe toute une littérature de l’influence d’UCP2

sur le diabète de type 2 basée sur des études génétiques. En effet, il existe différents

polymorphismes affectant le niveau d’expression d’UCP2. L’un d’eux est le

polymorphisme –866G/A (Esterbauer et al., 2001). L’allèle A est associé à une

augmentation de l’ARNm d’UCP2 et l’allèle G à une diminution (Krempler et al. 2002;

Sasahara et al., 2004). Les îlots de personnes saines porteurs de l’allèle A (plus forte

expression d’UCP2) sécrètent moins d’insuline que les porteurs de l’allèle G (Sesti et

al., 2003). Un risque accru de développer un diabète de type 2 ou des complications

dues au diabète a été rapporté pour les porteurs de l’allèle A (D’Adamo et al., 2004 ;
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Gable et al., 2006 ; Sasahara et al., 2004 ; Yamasaki et al., 2006).

2.2.3.2/ L’immunité

Loin de l’endocrinologie et de la sécrétion d’insuline, UCP2 a également été

impliquée dans la réponse immunitaire.

Lors d'une infection par le toxoplasme (Toxoplasma gondii), les souris sauvages

succombent en trois semaines, tandis que les souris Ucp2-KO survivent à l’infection

(Arsenijevic et al., 2000). Cette meilleure microbicité in vitro des macrophages Ucp2-

KO a été attribuée à une production accrue de ROS (Arsenijevic et al., 2000).

L'implication d'UCP2 dans la production de ROS est confirmée par l'étude de

macrophages surexprimant UCP2 (Kizaki et al., 2002 ; Ryu et al., 2004). Dans l'étude

de Kizaki et al, la présence d'UCP2 est également associée à une diminution de

l'induction de la NO synthase inductible (Kizaki etal., 2002). Ce contrôle des ROS par

UCP2 est aussi observé dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Vogler et al., 2006). Par

ailleurs, l'expression d'UCP2 a été associée à une diminution de la production de

cytokines en réponse à une injection de LPS (Horvath et al., 2003) et à une diminution

de la capacité de migration des macrophages (Ryu et al., 2004).

Dans le modèle murin de la sclérose en plaque, une maladie inflammatoire :

l'encéphalo-myélite autoimmune expérimentale (EAE), les souris Ucp2-KO

développent des scores cliniques plus sévères que les sauvages (Vogler et al., 2006).

L'analyse des lymphocytes T montrent que les cellules Ucp2-KO prolifèrent, s'infiltrent

et produisent plus de cytokines inflammatoires que les sauvages. De même, la réponse

des lymphocytes B est également plus forte chez les souris Ucp2-KO (Vogler et al.,

2006).

Dans un autre modèle de maladie inflammatoire chronique, l'athérosclérose, les

plaques d'athéromes développées par les souris Ucp2-KO sont plus larges et plus

instables que celles des souris sauvages. Une accumulation plus importante de

macrophages est observée au sein des plaques des souris Ucp2-KO, ainsi qu'un stress

oxydatif plus  élevé (Blanc et al., 2003).

Ces études montrent un rôle de régulation négative d'UCP2 sur la réponse

immunitaire, en particulier dans les macrophages.
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2.2.3.3/ L’activité neuronale

Un troisième domaine d'intérêt est le fonctionnement neuronal.

L'étude des souris Ucp2-KO et sauvages a mis en évidence qu’un rôle

découplant d’UCP2 dans le noyau arqué de l'hypothalamus serait essentiel dans le

maintien de l’appétit en situation de jeûne (Coppola et al., 2007). D’autre part, la

surexpression d'UCP2 spécifiquement dans les neurones à hypocrétine de

l'hypothalamus augmente la température de ces cellules. Cette augmentation locale

conduit à une diminution de la température corporelle des souris, prolongeant ainsi leur

durée de vie (Conti et al., 2006).

Le contrôle d'UCP2 sur la production de ROS a également été impliquée dans le

cerveau. Ainsi, UCP2 protège de la mort cellulaire induite par un stress oxydatif in vitro

et in vivo (Diano et al., 2003 ; Andrews et al., 2005) ou dans des expériences d'ischémie

cérébrale (Mattiasson et al., 2003).

2.2.4/ L’activité biochimique

Nous avons vu qu’UCP2 est impliquée dans des cellules et des situations

physiologiques extrêmement variables. Néanmoins, nous pouvons postuler que le

mécanisme biochimique sous-jacent à ces différentes activités est identique, quel que

soit le type cellulaire.

2.2.4.1/ Le découplage

La découverte d'UCP2 provient de la recherche d'homologues d'UCP1, pouvant

expliquer le découplage observé dans les tissus autres que le TAB. Une activité de

découplage de la respiration a ainsi été observée dans les premières expériences utilisant

des systèmes d'expression recombinante comme les levures (Fleury et al., 1997 ; Rial et

al., 1999). Cette activité découplante a été confirmée en comparant les mitochondries

isolées de tissus de souris Ucp2-KO et sauvages (Echtay et al., 2002 ; Krauss  et al.,

2003) ou dans des cellules entières comme les thymocytes et les cellules b-

pancréatiques (Zhang et al., 2001 ; Krauss et al., 2002 ; Zhang et al., 2006). Le

découplage serait activable en réponse au ROS (Echtay et al., 2002 ; Krauss et al., 2003

; Zhang et al., 2006) et inhibable par la génipine, molécule issue d’une plante de la

médecine chinoise (Zhang et al., 2006).

Une activité découplante permet d'expliquer le phénotype thermogénique (Conti

et al., 2006 ; Coppola et al., 2007), les différences de production de ROS (Arsenijevic et
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al., 2000 ; Kizaki et al., 2002 ; Vogler et al., 2006) mais aussi la modificaton de la

sécrétion d'insuline. En effet, la sécrétion d’insuline est contrôlée par le rapport

ATP/ADP dans les cellules b-pancréatiques. Ainsi, une activité découplante d’UCP2

pourrait diminuer le rapport ATP/ADP et limiter la sécrétion d’insuline (Chan et al.,

2001 ; Zhang et al., 2001 ; Zhang et al. 2006).

Cependant, ces résultats sont fortement controversés. En effet, certaines

expériences n'ont pas pu être reproduites comme pour le rapport ATP/ADP dans les

cellules b (Produit-Zengaffinen et al., 2006) et le découplage sur mitochondries isolées

à partir de rate de souris Ucp2-KO et sauvages (Couplan et al., 2002). Par ailleurs,

l'activité découplante décrite dans le rein (Krauss et al., 2003) est pour le moins étrange

puisque la protéine n'y est pas détectable (Pecqueur et al., 2001 ; Couplan et al., 2002).

D’autre part, deux résidus histidine (His-145 et His-147) essentiels à l’activité

protonophore d’UCP1 (Bienengraeber et al., 1998) n’existent pas dans UCP2.

Un autre argument en défaveur du découplage est le biais introduit lors des

expériences de sur-expression d’UCP2 dans les levures et les bactéries (Fleury et al.,

1997 ; Rial et al., 1999 ; Jaburek et al., 1999). En effet, dans ces conditions, UCP2 est

très fortement exprimée, à des niveaux qu'on ne retrouve pas physiologiquement. Il faut

préciser ici que le niveau d'UCP2 dans le tissu où il est le plus exprimé (la rate) est 100

fois plus faible que celui d’UCP1 dans le TAB (Pecqueur et al., 2001). Il en est de

même dans la plupart des études de surexpression d’UCP2 dans les cellules b-

pancréatiques (Wang et al., 1999 ; Suh et al., 2004). D’autre part, un artefact de sur-

expression a été particulièrement décrit dans le cas d’UCP3 (Harper et al., 2002) où la

renaturation de la protéine est incorrecte, introduisant un biais expérimental qui résulte

en une activité découplante d’UCP3. De la même manière, les résultats de sur-

expression obtenus dans le cadre d’UCP2 peuvent être sujets à un artefact expérimental,

ne renseignant que peu sur la nature réelle de l’activité physiologique. Par ailleurs, tous

les membres de la famille des transporteurs mitochondriaux sont capables de découpler

dans des conditions de sur-expression. L'activité découplante de l'échangeur ADP/ATP

quand il est sur-exprimé est connue depuis bientôt 15 ans (Brustovetsky et Klingenberg,

1994), c'est-à-dire avant même la découverte d'UCP2. La fonction découplante d’UCP2

est donc encore très débattue.

L’activité biochimique d’UCP1 est le transport de protons. Cependant, dans

certaines conditions in vitro, elle est également capable de transporter d’autres

molécules telles que le pyruvate et l'ion chlorure (Jezek et al., 1990 ; Nicholls, 1979).
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Ainsi, une activité biochimique d’UCP2 pourrait certes être un découplage dans certains

cas, mais n'est probablement pas sa fonction principale.

2.2.4.2/  Le transport de métabolites

L'homologie de séquence avec UCP1 a d’abord orienté les recherches vers le

découplage. Cependant, les transporteurs mitochondriaux sont avant tout des régulateurs

du métabolisme. Ainsi, UCP2 peut être impliquée dans un échange de métabolite(s)

entre le cytoplasme et la matrice mitochondriale. Par conséquent, l'absence ou la

surexpression d'UCP2 aurait des conséquences métaboliques pour la cellule et

l'organisme. Ainsi, un rôle d'UCP2 dans la régulation de la quantité de glutathion

mitochondrial a été proposé dans les macrophages après stimulation au LPS (de Bilbao

et al., 2004). Par ailleurs, selon qu'il s'agisse de neurones sauvages, Ucp2-KO ou

surexprimant UCP2, la présence d’UCP2 est associée à une augmentation du nombre de

mitochondries (Diano et al., 2003, Andrews et al., 2005).

Un autre argument en faveur d'un transport de métabolite est la récente

implication d'UCP3 dans le transport de pyruvate (Mozo et al., 2006). Plus précisement,

UCP3 n'aurait pas pour fonction principale un découplage de la respiration mais

l'exportation du pyruvate mitochondrial vers le cytoplasme. Cet export passif est sous le

contrôle du potentiel membranaire et contribuerait à l’inhibition de la glycolyse aérobie

(Mozo et al., 2006).

Au final, hormis un concensus sur le contrôle de la production de ROS, les

activités biochimiques et physiologiques d'UCP2 sont pour le moins controversées.
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II/ LES MACROPHAGES

1/ Généralités

La découverte des macrophages remonte aux années 1880 lorsque Mechnikoff

décrivit la phagocytose. Leur nom vient du grec « makros » pour grand et « phagein »

pour manger. Les macrophages constituent une famille de leukocytes mononucléaires

présents dans tous les tissus de l’organisme. Ils sont issus de la différenciation d’une

cellule souche hématopoïétique. Sous l’action de diverses cytokines, ce précurseur se

divise puis se différencie en monocytes. Ces derniers quittent la moelle osseuse pour

circuler dans le sang. Ils sont ensuite distribués aux différents tissus de l'organisme où

ils se différencient en macrophages.

Selon le tissu et l’influence de l’environnement local, les macrophages résidents

acquièrent des phénotypes morphologiques et fonctionnels propres au tissu (Gordon et

Taylor, 2005). On peut ainsi différencier entre autres les cellules de Küpffer (foie), les

macrophages alvéolaires (poumon), les ostéoclastes (os) et la microglie (cerveau).

Cependant, quelle que soit leur localisation, les macrophages ont pour fonction de

maintenir l’homéostasie tissulaire. Ils assurent cette fonction grâce aux multiples

molécules présentes à leur surface et capables de détecter la présence de corps

étrangers. Outre cette fonction de défense de l’hôte, les macrophages éliminent les

cellules apoptotiques, les débris cellulaires ou divers déchets du métabolisme.

2/ L’activation

2.1/ Les molécules de surface

Les molécules à la surface des macrophages sont impliquées dans une grande

variété de fonctions, telles que la reconnaissance des micro-organismes, la

différenciation, la survie, la migration, la phagocytose ou encore l’activation cellulaire.

Ces molécules sont nombreuses et varient en fonction de l'état d'activation du

macrophage et de son environnement.



Figure 12 : Les PRR.
Les récepteurs aux PAMP peuvent :
(A) déclencher une cascade de signalisation MAPK ou NF-kB.
(B) permettre la reconnaissance du micro-organisme et donc sa phagocytose.
Les PRR sécrétés agissent comme des protéines accessoires entre les PAMP et les PRR
membranaires de signalisation (C) ou servent  à opsoniser les micro-organismes (D).



Introduction : Les macrophages

27

2.1.1/ Pattern Recognition Receptor

La stratégie de reconnaissance de l’immunité innée est basée sur la détection de

structures moléculaires conservées produites par les microbes mais pas par l’organisme

hôte. Certaines voies métaboliques, uniques au métabolisme microbien, ont des rôles

physiologiques essentiels. Les produits de ces voies sont communs à différentes classes

de pathogènes et sont appelés PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern), c’est-à-

dire des motifs moléculaires associés aux pathogènes. Les PAMP ayant des fonctions

essentielles pour les micro-organismes, les pathogènes sont donc limités dans leur

capacité à muter ou perdre leurs PAMP afin d’échapper au système immunitaire. Ce

sont donc les cibles du système immunitaire inné et les récepteurs responsables de leur

reconnaissance sont dénommés PRR (Pattern Recognition Receptor).

Les PRR peuvent être répertoriés en plusieurs catégories. Un premier groupe

correspond aux PRR activant la signalisation cellulaire (Fig. 12A), c’est-à-dire des voies

de signalisation de la voie MAP kinase (MAPK, Mitogen activated protein kinase) et de

NF-kB (Nuclear Factor-kB), responsables de l’induction de gènes pro-inflammatoires.

Les membres les plus connus de cette classe sont les TLR (Toll-like Receptor). Un

deuxième groupe correspond aux PRR impliqués dans la phagocytose (Fig. 12B). Ils

sont localisés sur la membrane plasmique et se fixent directement sur le pathogène pour

initier la phagocytose. Ils peuvent être localisés sur la membrane plasmique ou bien être

intracellulaires. Une dernière catégorie regroupe les PRR sécrétés. Ils servent à activer

les facteurs du complément, opsoniser les micro-organismes ou agissent comme des

protéines accessoires entre les PAMP et les récepteurs membranaires, induisant une

signalisation intracellulaire (Fig. 12C) ou la phagocytose (Fig. 12D).

2.1.1.1/ Les lectines

Les lectines sont des protéines qui lient les sucres à la surface des micro-

organismes, initiant leur phagocytose. Parmi les lectines, nous pouvons citer les

récepteurs au mannose et au b-glucane (Taylor et al., 2005).

2.1.1.2/ Les récepteurs « Scavenger »

Les récepteurs « scavenger » sont des glycoprotéines capables de lier une variété

de ligands microbiens tel que le LPS mais également des LDL modifiés (oxydés ou

acétylés) ou des cellules apoptotiques (Taylor et al., 2005).  Ces récepteurs permettent



Figure 13 : Les TLR et leurs ligands
Les récepteurs Toll-like sont des récepteurs transmembranaires reconnaissant une grande variété
de molécules.
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ainsi au macrophage de participer à l'élimination du LPS de la circulation sanguine

(Haworth et al., 1997). Par contre, leur capacité à capter les LDL modifiés peut s’avérer

déletère puisque c’est un des évènements précoces participant à l’élaboration de la

plaque d’athérome (Suzuki et al., 1997).

2.1.1.3/ Les Toll-like Receptor et leurs ligands

Les récepteurs Toll constituent une famille de récepteurs transmembranaires

dont le premier membre a été découvert chez la drosophile (Keith et Gay, 1990). Leur

partie extra-cellulaire comporte de nombreuses régions riches en leucine, impliquées

dans la reconnaissance du ligand. Quant à la partie intra-cellulaire, elle contient un

domaine TIR (Toll/IL-1 Receptor) homologue au domaine intra-cellulaire des

récepteurs de la famille de l’IL-1. La plupart des protéines contenant ce domaine TIR

sont impliquées dans la défense de l’hôte aussi bien chez les animaux que chez les

plantes.

A ce jour, plus d’une dizaine de TLR sont connus chez les mammifères (10 chez

l’homme et 13 chez la souris) et tous sont impliqués dans l’immunité innée (Kawai et

Akira, 2006). Ils diffèrent dans leur expression (par exemple, TLR-3 n’est pas exprimé

dans les macrophages), leur localisation ou encore vis-à-vis de leur spécificité au ligand.

Le TLR-4, récepteur au LPS, est un des membres le plus connu et étudié (Fig. 13). Les

voies de signalisation contrôlées par les TLR sont présentées dans la partie 4.

2.1.2/ Les récepteurs impliqués dans la phagocytose d’éléments opsonisés

La phagocytose peut se faire soit par la reconnaissance de la cible directement

par des PRR (voir ci dessus 2.1.1), soit la reconnaissance d’une cible opsonisée par des

récepteurs spécifiques (Taylor et al., 2005).

Les macrophages reconnaissent les particules opsonisées, c’est-à-dire des

particules recouvertes d’Ig ou de molécules du complément, grâce à leurs récepteurs au

complément ou au fragment Fc des immunoglobulines. L'opsonisation a pour objectif

de faciliter la phagocytose.

2.1.3/ Les récepteurs aux cytokines et aux molécules d’adhésion

Les macrophages possèdent divers récepteurs aux facteurs de croissance (comme

le M-CSF ou le GM-CSF) et aux cytokines (tels IL-1b, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-g),



Figure 14 : Les différents modes d’activation des macrophages.
(A) Activation innée. Un stimulus microbien est reconnu par différents PRR conduisant à sa
phagocytose. La signalisation qui en découle induit la production de cytokines pro-
inflammatoires de ROS et de NO.
(B) Activation humorale. Lorsque la cible est opsonisée, la phagocytose est grandement
facilitée.
(C) Activation classique. Le priming du macrophage par l'IFN-g est suivi d'un stimulus
microbien qui déclenche l'activation cellulaire. Dans ce cas, la réponse est beaucoup plus forte
que dans l'activation innée, conduisant à ue forte activité cytotoxique et la présentation de
molécules du CMH de classe II.
(D) Activation alternative. L'IL-4 et l'IL-13 sont responsables de cette voie.
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impliqués dans la modulation de leur activité. La présence de récepteurs aux

chimiokines favorise leur migration vers le site inflammatoire.

Les intégrines et les sélectines favorisent l'adhésion des macrophages aux

cellules environnantes ou à la matrice extra-cellulaire. Ainsi, ils vont permettre aux

monocytes sanguins d'interagir avec les cellules endothéliales activées et favoriser leur

extravasation (Muller et al., 1999). Ces molécules permettent aussi une bonne

communication entre macrophages et lymphocytes lors de la présentation d'antigènes.

2.1.4/ Le complexe majeur d’histocompatibilité

Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I et II

permettent la présentation des antigènes aux lymphocytes T. Le TCR (T Cell Receptor)

des lymphocytes cytotoxiques reconnaît le CMH I qui présente les peptides endogènes

alors que les peptides exogènes sont présentés par le CMH II aux lymphocytes T

auxiliaires. Les macrophages au repos expriment peu de molécules du CMH II, mais

cette expression augmente après phagocytose de produits bactériens. La présentation de

ces peptides exogènes par le CMH II permet de générer une réponse immunitaire

spécifique envers la cellule ou la protéine dont ils dérivent.

2.2/ Les modes d'activation du macrophage

Quatre modes d’activation du macrophage peuvent-être distingués selon les

récepteurs impliqués.

2.2.1/ L’activation innée

La reconnaissance des PAMP par les PRR conduit à la phagocytose du

pathogène et à une signalisation intracellulaire aboutissant à l'activation dite innée du

macrophage (Fig. 14A).

2.2.2/ L’activation humorale

Lorsque la phagocytose est facilitée par l'opsonisation de la cible, il s'agit de

l'activation humorale (Fig. 14B). Après la destruction du pathogène phagocyté, les

macrophages présentent les antigènes microbiens aux lymphocytes via leur CMH de

classe II (chapitre II.3.3/ ; Blander et Medzhitov, 2006).
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2.2.3/ L’activation classique

L’activation classique est obtenue par une stimulation à l’IFN-g suivie d’une

stimulation microbienne. L’IFN-g, produite par les lymphocyte T et NK, permet une

pré-activation du macrophage (ou priming) en induisant une multitude de gènes

(Ramana et al., 2002). Quant au stimulus microbien (le LPS, par exemple), il déclenche

l’activation à proprement parler. L’IFN-g permet d’augmenter à la fois la sensibilité au

LPS et l’intensité de la réponse. Par exemple, le LPS provoque une internalisation de

son récepteur TLR-4, peu après la stimulation de la cellule. A l’inverse l’IFN-g seul

induit une augmentation de TLR-4 à la membrane et après LPS, le TLR-4 n’est pas

internalisé. Ainsi la signalisation en aval est augmentée dans les macrophages pré-

activés à l’IFN-g (Bosisio et al., 2002 ; Fig. 14C).

2.2.4/ L’activation alternative

Les cytokines de type Th2, IL-4 et IL-13, contrôle l'activation alternative des

macrophages (Gordon et Taylor, 2005). L'activation alternative est impliquée dans la

lutte contre les parasites. Elle a également été proposée comme un mécanisme de la

réponse Th2 permettant d'atténuer une réponse inflammatoire excessive et la réparation

tissulaire (Fig. 14D).

3/ Les fonctions

Les macrophages participent à la réponse immunitaire innée de différentes

façons. Ils sont capables de phagocyter, de produire des molécules effectrices, diverses

cytokines pour le recrutement de nouvelles cellules ou la stimulation de la réparation

tissulaire. Les macrophages sont aussi des cellules présentatrices d’antigène, ils jouent

donc un rôle dans l’activation des lymphocytes, liant immunité innée et adaptative.

3.1/ La phagocytose

La phagocytose permet aux cellules d’ingérer des particules de plus de 0.5 mm

de diamètre. Les macrophages, phagocytes professionnels, ont pour cibles aussi bien

des micro-organismes que des débris cellulaires ou des cellules modifiées (apoptotiques,
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infectées, tumorales).

La phagocytose est initiée par la reconnaissance de la cible par l'intermédiaire

des PPR, des récepteurs scavenger ou des lectines (Taylor et al., 2005). Il se peut

également que la particule à phagocyter soit opsonisée. Dans ce cas, l'élément à

phagocyter est reconnu par les récepteurs du complément des macrophages ou au

fragment Fc des immunoglobulines.

L'interaction ligand/récepteur déclenche une signalisation responsable de

changements dans la membrane et le cytosquelette. La membrane plasmique s'invagine

et forme des pseudopodes qui fusionnent autour du micro-organisme afin de l'isoler du

milieu extracellulaire à l'intérieur d'une vésicule intracellulaire, le phagosome. Par

fusion successive avec des endosomes puis des lysosomes, le phagosome mature en

phagolysosome. Au cours de sa maturation, le pH du phagosome diminue

progressivement grâce à l’action de pompes à protons afin d'atteindre les conditions

optimales pour la destruction de la particule ingérée. Ainsi, les différentes enzymes

contenues dans le lysosome sont activées et l'explosion oxydative déclenchée.

La phagocytose est un phénomène très important dans l'immunité innée. Outre

l'élimination du micro-organisme, elle permet l'activation du macrophage. En effet,

alors que rien n'indique une participation des TLR à l'initiation de la phagocytose, ils

sont tout de même recrutés à la membrane du phagosome afin d’initier un signal

d'activation (Underhill et Gantner, 2004).

3.2/ Les molécules produites

L’activation du macrophage par des produits microbiens conduit à l’activation

de nombreux gènes et à la production de molécules impliquées dans la réponse

inflammatoire et immunitaire.

3.2.1/ Les espèces réactives de l’oxygène (ROS)

Les ROS peuvent être produits par une enzyme spécifique : la NADPH oxydase.

Dans les macrophages, la NADPH oxydase des phagocytes (NOX-2) est responsable de

la production d’une quantité massive de ROS appelée explosion oxydative (ou burst

oxydatif) capable de tuer les micro-organismes contenus dans le phagosome.

L’explosion oxydative a été mis en évidence en 1933 par Baldridge et Gerrard lorsqu'ils

ont observé que les neutrophiles augmentaient leur consommation d'oxygène pendant la



Figure 15 : La NADPH oxydase.
NOX-2, la NADPH oxydase des phagocytes est un complexe protéique. Dans la cellule au
repos, NOX-2 est inactive. L'activation du macrophage provoque la phosphorylation des sous-
unités cytosoliques et leur recrutement à la membrane plasmique. NOX-2 génère de fortes
quantités de superoxyde au cours du burst oxydatif, permettant la destruction des pathogènes.
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phagocytose de bactéries (Baldridge et Gerrard., 1933).

La NADPH oxydase est un complexe multi-protéique composé de 5 sous-unités

(Fig. 15). Dans un macrophage au repos, la NADPH oxydase est inactive puisque toutes

les sous-unités ne sont pas associées. Les sous-unités gp91phox et p22phox sont présentes

dans la membrane plasmique où ils forment une flavo-hémo-protéine connue sous le

nom de cytochrome b558 (Rotrosen et al., 1993). Les 3 autres sous-unités p40phox,

p47phox et p67phox constituent un complexe dans le cytosol (Wientjes et al., 1996). Les

sous-unités gp91phox et p22phox, associées l’une à l’autre, contiennent les composants

nécessaires à la production d’anion superoxide. Après stimulation du macrophage par

des agents microbiens ou inflammatoires, p47phox et p67phox sont phosphorylées puis

transloquées avec p40phox à la membrane plasmique où elles s'associent au cytochrome

b558 pour former la NADPH oxydase active (Heyworth et al., 1991). Outre les sous-

unités cytosoliques, la petite protéine G Rac-1 (ou Rac-2 pour les neutrophiles) est

requise pour l'activation de la NADPH oxydase. Au repos, celle-ci est localisée dans le

cytoplasme, associée à son inhibiteur Rho GDP dissociation inhibitor (GDI).

Une déficience de l’explosion oxydative due à un défaut génétique de NOX-2

est responsable de la granulomatose chronique (Heyworth et al., 2003).

3.2.2/ Le monoxyde d’azote (NO)

Le monoxyde d’azote (NO) est un messager cellulaire impliqué dans divers

phénomènes physiologiques et pathologiques. Il joue entre autre un rôle dans le système

cardiovasculaire et la relaxation de l'endothelium (Furchgott et Zawadzki, 1980). En ce

qui concerne le système nerveux central, le NO est un neuromédiateur qui agit par

diffusion sur les neurones environnants. Le NO est également une molécule très

importante dans la réponse immunitaire grâce à son action anti-microbienne et anti-

tumorale.

Le NO est produit par la NO synthase (NOS) dont il existe trois isoformes : la

NOS endotheliale (eNOS), la NOS neuronale (nNOS) et la NOS inductible (iNOS). La

nNOS et la eNOS sont constitutivement exprimées dans divers types cellulaires tels que

l'endothelium, les neurones mais aussi les macrophages. Ces deux isoformes sont

activées en réponse au calcium. A l'inverse, l'activité de l'iNOS est calcium-

indépendante (MacMicking et al., 1997) et les quantités de NO produites sont nettement

supérieures.

En absence de stimulation, la iNOS n’est pas exprimée. La iNOS est induite lors



Introduction : Les macrophages

33

de l’activation du macrophage par différentes cytokines (TNF-a, IL-1b, IFN-g), par des

agents microbiens (LPS) ou par un stress oxydatif. D'autres cellules induisent également

la iNOS en réponse aux cytokines, telles que les cellules intestinales ou les cellules b-

pancréatiques. Les mécanismes intracellulaires responsables de la synthèse de la iNOS

concernent les voies MAPK et de facteurs de transcription tels que NF-kB, ATF-2 ou

encore AP-1.

Le NO est un radical fortement réactif, d’où ses propriétés anti-microbiennes et

anti-tumorales. Le NO peut aussi bien endommager l’ADN qu’inhiber sa synthèse. En

réagissant avec différentes enzymes ou protéines, il peut altérer le bon fonctionnement

des pathogènes mais également celui de la cellule. Les altérations qu’il engendre

peuvent induire l’apoptose ou la nécrose de la cellule. Ainsi, le revers de la médaille à

son action anti-microbienne et anti-tumorale est une dégradation du tissu et un

dysfonctionnement des organes en cas de production excessive ou incontrôlée.

3.2.3/ Les enzymes

La destruction des éléments phagocytés s'effectue grâce aux enzymes

lysosomales. Ces enzymes sont des protéases, lipases, polysaccharidases ou autres

desoxyribonucléases. Le plus connu est le lysozyme.

3.2.4/ Les cytokines et les facteurs de croissance

Les cytokines ont pour rôle de réguler la réponse innée et la réponse adaptative,

agissant sur la prolifération, la différentiation, la migration et la fonction des cellules,

mettant ainsi le macrophage au coeur de la réponse immunitaire.

Les macrophages sont la source de  cytokines pro-inflammatoires extrêmement

importantes : le TNF-a, l’IL-1a/b et l’IL-6. Toutes induisent la fièvre et favorisent la

production des protéines de la phase aiguë.

Le TNF-a (comme l’IL-1) augmente l'expression de molécules d'adhésion sur

les cellules endothéliales et les leukocytes pour favoriser leur extravasation vers le site

inflammatoire. D'autre part, le TNF-a et l'IL-1 participent localement à la destruction

tissulaire pour faciliter le déplacement des leucocytes sur le site inflammatoire. Le TNF-

a augmente aussi la capactité de phagocytose des macrophages, leur cytotoxicité et la

production de différentes cytokines et chimiokines. Enfin, il peut promouvoir la

réparation des vaisseaux et la coagulation. La production de TNF-a et d'IL-1 à forte
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dose est fatale, responsable du choc septique. L’IL-1 et l’IL-6 favorisent l’activation et

la maturation des macrophages, des cellules NK et des lymphocytes T et B.

Les macrophages produisent aussi de l’IL-12. Cette cytokine fait le lien entre

l'activation des macrophages par des agents microbiens (réponse innée) et l'activation

des lymphocytes Th1 (réponse adaptative). En réponse à l'IL-12, les lymphocytes T

naïfs se différencient en lymphocytes Th1 producteurs d'IFN-g. De la même manière,

les cellules NK sont activées par l'IL-12 et produisent aussi l’IFN-g. L'IFN-g, comme

nous l'avons vu au chapitre 2.2/, active les macrophages et leurs fonctions effectrices.

L’IL-10 exerce une action immuno-suppressive en inhibant l’activation des

macrophages et par conséquent la production d’IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 et de TNF-a. En

revanche, l’IL-10 favorise la réponse Th2 en bloquant la production d’IL-2 et d'IFN-g

par les lymphocytes Th1.

Les macrophages produisent aussi des facteurs de croissance (M-CSF, G-CSF,

GM-CSF) permettant la prolifération de précurseurs hématopoïétiques.

Les chimiokines favorisent le recrutement leukocytaire. D’une part en les attirant

sur le site inflammatoire grâce au gradient de chimiokines produites. D’autre part, elles

stimulent l’expression de molécules d'adhésion à la surface des cellules endothéliales.

Parmi les chimiokines produitent par les macrophages, nous pouvons citer l’IL-8, les

MCP (Monocyte Chemoattractant Protein), les MIP (Macrophage Inflammatory

Protein) et l’IP-10 (Interferon-inductible Protein).

3.3/ La présentation d'antigène

Comme nous l’avons vu au chapitre 2.1.4/, les macrophages sont également des

cellules présentatrices d'antigène (APC). La digestion des particules phagocytées

produit une grande variété de peptides antigéniques. Combinés aux molécules du CMH

de classe II, ils sont présentés aux lymphocytes auxiliaires (Th). La fonction APC des

macrophages est restreinte aux lymphocytes auxiliaires et aux lymphocytes mémoires,

pas aux lymphocytes naïfs. Les macrophages sont des acteurs importants dans

l'amplification de la présentation d'antigènes. En effet, une fois l'antigène présenté, le

lymphocyte activé va produire de l'IFN-g. Cette cytokine va augmenter les capacités de

phagocytose des macrophages ainsi que l'expression des molécules du CMH de classe II

à la surface des macrophages et des cellules dendritiques. De cette manière, le nombre



Figure 16 : La signalisation par les récepteurs TLR, IL-1b-R et TNF-R.
Lors de l'activation des macrophages, une cascade de signalisation est déclenchée. La voie
commune aux récepteurs TLR et à l'IL-1b est la voie MyD88-dépendante. TRAF-6 est un
carrefour avec la voie du récepteur au TNF-a, qui est MyD88-indépendante. L'ubiquitinylation
de TRAF-6 permet l’activation de TAK-1 grâce au recrutement des protéines TAB. La
MAPKKK TAK-1 active les voies ERK, p38 et JNK et celle du facteur de transcription NF-kB.
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d'APC sera considérablement augmenté et la réponse adaptative d’autant plus amplifiée.

4/ La signalisation par les TLR

La signalisation des différents récepteurs est basée sur des réactions en chaîne

qui aboutissent à la transcription de gènes ou à des modifications post-

transcriptionnelles ou post-traductionelles de protéines impliquées dans la réponse

immunitaire.

La stimulation des TLR par leurs ligands, active des voies diverses et complexes

qui sont loin d’être complètement élucidées. C’est pourquoi, ne sera présenté qu’un

aspect simplifié de la signalisation, commun à tous les TLR et centré sur les éléments

étudiés au cours de la thèse (Fig. 16).

Les TLR et les récepteurs de l’IL-1 partagent les mêmes acteurs pour leurs voies

de signalisation intracellulaire. Ainsi, la signalisation qui découle de leur stimulation est

commune et aboutit à l’activation des voies de signalisation des MAPK (Mitogen-

activated Protein Kinase) et du facteur NF-kB (Nuclear Factor-kB). Plusieurs protéines

sont recrutées et activées, telles que la protéine adaptatrice MyD88 (MYeloid

Differenciation primary response protein 88), les sérine/thréonine kinases IRAK (IL-1

Receptor-Associated Kinase), l’ubiquitine ligase TRAF-6 (TNF Receptor-Associated

Factor-6) ou la kinase TAK-1 (TGF-Activated Kinase-1) (Medzhitov et al., 1998 ;

Muzio et al., 1977 ; Cao et al., 1996a ; Cao et al., 1996b ; Wang et al., 2001).

La liaison du ligand sur son récepteur provoque sa dimérisation ou son

oligomérisation puis un changement conformationnel. MyD88 va interagir grâce à son

domaine TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor) avec le domaine TIR du récepteur. Ensuite,

le domaine de mort de MyD88 interagit avec celui de IRAK. Le recrutement d’IRAK au

récepteur entraîne son auto-phosphorylation et son détachement du récepteur. Dans le

cytosol, IRAK phosphorylé active TRAF-6 qui s’auto-ubiquitinyle. Son ubiquitinylation

ne conduit pas à une dégradation par le protéasome. En revanche, les chaînes de poly-

Ubiquitine permettent le recrutement de protéines adaptatrices TAB (TAK-1 Binding

protein), nécessaires à l’activation de la MAPKKK TAK-1 (Chen, 2005). S’ensuit tout

un jeu de phosphorylation aboutissant à l’activation des voies MAPK et NF-kB (Fig.

16). Un point intéressant à signaler est que TRAF-6 constitue un carrefour entre la



Figure 17 : Les MAPK.
Les voies MAPK sont des cascades de phosphorylation aboutissant à l’activation de plusieurs
facteurs de transcription contrôlant les gènes de la réponse immune.
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signalisation des TLR/IL-1R et celle de TNF-R. Il est le seul membre de la famille

TRAF commun à ces voies d’activation (Cao et al., 1996).

Connaissant le déroulement de cette cascade, il est aisé de comprendre les

phénotypes des souris déficientes pour ces protéines. Leurs études ont montré la

suppression de l’activation des MAPK et de NF-kB chez les souris TRAF-6-KO

(Lomaga et al., 1999) en réponse à l’IL-1b et au LPS. Il en est de même des souris

TAK-1-KO en réponse à différents ligands des TLR (Sato et al., 2005, Shim et al.,

2005). Dans les macrophages de souris MyD88-KO, IRAK-4-KO et IRAK-1-KO,

l’activation des MAPK et de NF-kB est fortement diminuée et retardée dans le temps

(Kawai et al., 1999 ; Suzuki et al., 2002 ; Kanakaraj et al., 1998). Ces défauts ou

diminutions de signalisation conduisent à une incapacité totale ou partielle des

macrophages à produire des cytokines et/ou du NO (Kawai et al., 1999 ; Kanakaraj et

al., 1998 ; Suzuki et al., 2002). En ce qui concerne les souris MyD88-KO, le défaut de

signalisation et de production de cytokines et de NO leur permet de résister au choc

septique (Kawai et al., 1999).

La signalisation décrite ici, commune à tous les TLR/IL1-R, correspond à la voie

MyD88-dépendante. Néanmoins, il existe une voie indépendante de MyD88 qui est

spécifiques à certains TLR mais les mécanismes sont encore mal définis (Kawai et

Akira, 2006).

4.1/ Les voies MAPK

Les MAPK doivent leur nom au fait que ce sont des protéines activées par des

mitogènes (Mitogen-Activated Protein Kinase). Les protéines ERK furent les premières

MAPK identifiées, c’est pourquoi elles sont souvent référées comme MAPK. Depuis la

mise en évidence d’autres kinases impliquées dans différentes cascades de

phosphorylation, le terme MAPK sert à désigner la famille protéique.

La famille des MAPK est composée des protéines ERK (Extracellular Signal-

Related Kinase), p38 et JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase) également appelée SAPK

(Stress-Activated Protein Kinase). Chaque voie de signalisation agit selon une simple

cascade, bien que cela ne soit pas toujours aussi simple, puisqu’une MAP kinase kinase

kinase (MAPKKK) phosphoryle et active une kinase de MAP kinase kinase (MAPKK)

qui a son tour phosphoryle et active une MAP kinase (Fig. 17). Divers signaux ou

molécules contrôlent l'activation des MAPKKK mais ils restent  mal identifiés. Une des
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difficultés vient du fait que ces signaux varient en fonction du stimulus et du récepteur

activé. Parmi ces activateurs la PKC, Ras, Raf, Rac, cdc42, Ask-1 et bien d'autres

seraient impliqués. Cependant, à l’heure actuelle, le seul activateur clairement identifié

et partagé par la signalisation des récepteurs aux PAMP et à l’IL-1b, est la  MAPKKK

TAK-1 (Sato et al., 2005 ; Ono et Han., 2000 ; Zhang et al., 2000 ; Shim et al., 2005).

4.1.1/ La cascade ERK

Comme leur nom l’indique, la phosphorylation des ERK (Extracellular Signal-

Related Kinase) est déclenchée par l’activation d’un récepteur cellulaire. Il existe cinq

ERK, 1à 5. Seul le rôle de ERK1/2 a réellement été documenté dans les macrophages.

ERK1 et ERK2 sont respectivement des protéines de 44 et 42 kDa. C’est la MAPKK

appelé MEK (pour MAP/ERK Kinase) qui les phosphoryle sur les résidus Tyr/Thr du

motif Thr-Glu-Tyr, augmentant ainsi leur activité kinase. Plusieurs isoformes de MEK

existent, cependant seules les kinases MEK1 et MEK2 ont un rôle dans la cascade ERK.

L’activation de ERK1/2 conduit à la phosphorylation de nombreux substrats qui

sont aussi bien des kinases Mnk-1, Msk1/2 et p90Rsk que des facteurs de transcription

tels que c-Fos, c-Myc, Elk-1 ou Stat1/3 (Blanchette et al., 2003 ; McCubrey et al.,

2006). Les kinases Msk1/2 et p90Rsk pourront à leur tour phosphoryler d’autres facteurs

de transcription comme CREB ou ATF-1 (McCubrey et al., 2006) tandis que

l’activation de Mnk-1 permet la modulation de la traduction d’ARNm dans le

cytoplasme (Ueda et al., 2004).

4.1.2/ La cascade p38

Le groupe p38 est composé de 4 membres qui sont a/b/g/d. p38 a initialement

été décrite dans des macrophages stimulés au LPS (Han et al., 1993 ; Han et al., 1994).

La  phosphorylation des protéines p38 sur les résidus Tyr/Thr du motif Thr-Gly-Tyr est

sous le contrôle de MKK3 et MKK6 (Wysk et al., 1999 ; Lu et al., 1999).

L'activation de p38 conduit à la phosphorylation de kinases comme MAPKAK

(MAPK-Activated Kinase) qui contrôlent l'activation de facteurs de transcription. Les

protéines p38, comme ERK, contrôlent la traduction via Mnk-1. Enfin, les facteurs de

transcription, tels Stat-1, p53, ATF-2, Elk-1 ou CREB sont des cibles directes de p38

(Guha et Mackman., 2001, Dong et al., 2002). p38 est également impliquée dans la

maturation du phagosome (Blander et Medzhitov, 2006).



Figure 18 : NF-kB.
La voie NF-kB est inhibée par I-kB. TAK-1 active le complexe IKK, responsable de la
phosphorylation d’I-kB. Ainsi, I-kB sera ubiquitinylé puis dégradé par le protéasome, libérant
NF-kB. Une fois transloqué dans le noyau, NF-kB active la transcription de gènes impliqués
dans la réponse immune.
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4.1.3/ La cascade JNK

JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase) tient son nom de sa fonction à phosphoryler

la partie N-terminal du facteur de transcription c-jun. Il en existe deux isoformes, de 46

et 54 kDa. MEKK1/4 phosphorylent JNK sur les résidus Tyr/Thr du motif Thr-Pro-Tyr

(Davis et al., 1999). La voie JNK contrôle elle aussi différents facteurs de transcription

comme c-jun, ATF-2, Elk-1 ou p53 (Guha et Mackman, 2001, Dong et al., 2002).

4.2/ La voie NF-kB

NF-kB joue un rôle primordial dans la réponse inflammatoire et immunitaire

(Fig. 18). Il a initialement été décrit dans les lymphocytes B comme un facteur

important pour la transcription des chaînes légères kappa des immunoglobulines (Sen et

al., 1986).

Comme c’est le cas pour de nombreux facteurs de transcription, NF-kB

appartient à une famille protéique. Chez les mammifères, elle est constituée de 5

membres NF-kB (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB et c-Rel. NF-kB et NF-kB2

sont synthétisés sous forme de précurseurs qui sont respectivement p105 et p100. Une

maturation post-traductionnelle aboutit à p50 et p52, les sous-unités capables de lier

l’ADN.

Les 5 membres possèdent une région commune conservée de 300 acides aminés

dans leur région N-terminale, signature de la famille NF-kB, appelée domaine RHD

(Rel-Homology Domain). L’importance de cette région est évidente puisqu’elle contient

une séquence de localisation nucléaire et qu’elle est impliquée dans la dimérisation et la

liaison à l’ADN. A l’extrémité C-terminale de RelA, RelB et c-Rel se trouve un

domaine de transactivation, nécessaire pour l’activation de la transcription de gènes

possédant un élément de réponse pour NF-kB. Ce domaine de transactivation est absent

de p50 et p52. Les protéines NF-kB s’associent pour former des hétéro ou des

homodimères. Les combinaisons différentes font que chaque dimère possède une

capacité différente de régulation de la transcription et par conséquent des réponses

biologiques propres. Les dimères contenant RelA ou RelB sont des activateurs de la

transcription. A l’inverse, ne possédant pas de domaine de transactivation, les dimères

composés uniquement de p50 et/ou p52 ont un rôle répressif sur la transcription. Le

dimère p50/p65, association la plus connue, est appelé NF-kB.
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En l’absence de stimulation, les protéines NF-kB sont retenues dans le cytosol

sous forme inactive à cause de leur association avec I-kB (Inhibitor of kB) dont il existe

plusieurs isoformes. Les I-kB, inhibiteurs spécifiques de NF-kB, se lient à leur domaine

RHD, masquant ainsi la séquence de localisation nucléaire. Par conséquent, les

protéines NF-kB sont bloquées dans le cytoplasme.

La signalisation via les récepteurs TLR/IL-1b-R/TNF-R aboutit à l’activation du

complexe IKK (I-kB Kinase). La forme classique de ce complexe comporte deux sous-

unités catalytiques IKK-a et IKK-b et deux sous-unités régulatrices IKK-g, également

connue sous le nom de NEMO (NF-kB Essential Modulator).

Deux voies d’activation de NF-kB, classique ou alternative, existent. Dans la

signalisation qui nous intéresse, il s’agit de l’activation classique. Le complexe IKK

activé par TAK-1 catalyse la phosphorylation de I-kB sur les résidus Ser32 et Ser36

(Brown et al., 1995). S’ensuit une poly-ubiquitinylation des Lys21 et Lys22 d’I-kB,

servant de signal à sa dégradation par le protéasome (Scherer et al., 1995). Les dimères

de NF-kB ainsi libérés sont transloqués vers le noyau où ils activent la transcription de

gènes cibles. La voie d’activation alternative est indépendante de IKK-b et g. Elle

implique uniquement IKK-a (Senftleben et al., 2001a). Son implication a été rapportée

dans le développement d’organes lymphoïdes secondaires, mais pas dans la

signalisation par les TLR.

L’étude des souris déficientes pour les IKK a permis de montrer l’importance du

complexe IKK dans l’activation de NF-kB. En effet, chez ces souris l’activation de NF-

kB est complétement inhibée conduisant à une sensibilité accrue aux infections (Li et

al., 2000 ; Rudolph et al., 2000). Les mêmes phénotypes sont également obtenus chez

les souris RelA (p65)-KO et IKK-b-KO (Alcamo et al., 2001 ; Senftleben et al., 2001b).

4.3/ En aval des voies de signalisation

Nous avons donc vu que les MAPK et NF-kB conduisent à l'activation de

protéines et la transcription de gènes contrôlant la réponse du macrophage. Ces voies

sont donc responsables des fonctions décrites dans le chapitre 3/, à savoir la production

de cytokines et de chimiokines, l’expression de molécules d’adhésion ainsi que

l’expression et l’activation d’enzymes (iNOS, NADPH oxydase).



Figure 19 : L’effet biologique des ROS.
Relation entre la quantité de ROS cellulaire et les effets biologiques.
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4.4/ La régulation

La réponse inflammatoire est basée sur des vagues de production de cytokines et

de mécanismes de régulation permettant un contrôle étroit de l’initiation, de l’intensité

et de la durée de la réponse. La régulation du signal s’effectue à plusieurs niveaux. Il

peut s'agir de protéines induites ou activées par la signalisation des TLR. Par exemple,

IRAK-M est une isoforme non fonctionnelle d'IRAK. Sa fixation à IRAK1/4 bloque

l’activation de TRAF-6 et par conséquent la signalisation en aval (Kobayashi et al.,

2002). Un autre mécanisme de régulation est l’internalisation des récepteurs

membranaires après l’initiation de la signalisation. Enfin, l'intensité et la durée de

l'activation des MAPK sont contrôlées par des phosphatases spécifiques, telles que les

phospho-Tyr phosphatases ou les phospho-Ser/Thr phosphatases (Lang et al., 2006 ;

Farooq et Zhou, 2004).

5/ Les ROS et la signalisation

5.1/ Origine

Comme cela a été précédemment décrit, les mitochondries (chapitre I/1.2) et la

NADPH oxydase des phagocytes (chapitre II/3.2.1) sont des sources de production

importantes de ROS. Une grande différence existe entre elles : la production

mitochondriale est «involontaire», il s’agit d’électrons qui s’échappent de la chaîne

respiratoire. A l’inverse, la NADPH oxydase est une enzyme dédiée spécialement à la

génération de l’ion superoxyde grâce à un transport d'électrons à travers la membrane

plasmique.

Il existe plusieurs isoformes de la NAPDH oxydase, NOX-1/-2/-3/-4/-5/DUOX-

1/-2. Ces isoformes diffèrent par leur distribution tissulaire. Comme nous l’avons déjà

dit, NOX-2 est spécifique des phagocytes et représente l’unique isoforme responsable

de l’explosion oxydative (chapitre II.3.2.1/). La présence des autres isoformes est

variable. Par exemple, NOX-1 est exprimée dans les cellules du colon et NOX-5 par les

cellules des tissus lymphoïdes. Une autre différence concerne la régulation de leur

activation qui est dépendante soit du calcium intracellulaire, soit de la phosphorylation

de ses sous-unités (Bedard et Krause., 2007).

Bien que les ROS soient catalogués comme principaux contributeurs aux

dommages des organismes (cf Fig. 8), l'effet des ROS est fonction de la quantité

produite et de la durée d'exposition (Fig. 19). Ainsi, les ROS générés par les



Figure 20 : Les conséquences cellulaires des ROS.
Les ROS et le NO ont des origines diverses. La quantité produite et la durée d’exposition ont un
impact sur la cellule. Les réactions des ROS et du NO avec les protéines cellulaires permettent
de moduler la signalisation cellulaire. Par contre, des concentrations fortes et une exposition
prolongée sont responsables de dommages irréversibles, aboutissant à la mort de la cellule.

Figure 21 : La signalisation par les ROS.
L'interaction ligand-récepteur déclenche une cascade de signalisation aboutissant aux MAPK et
et à NF-kB. En parallèle, il y a une légère production de ROS dont l'origine est débattue. Alors
que l'implication de la NADPH oxydase ne fait pas de doute, celle de la mitochondrie n'est pas
réellement démontrée. Ces ROS sont d'une importance capitale : ils agissent comme une voie de
signalisation secondaire qui potentialise l'activation des MAPK et de  NF-kB.
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mitochondries et les NOX jouent un rôle primordial dans les cellules, ce sont des

modulateurs de la signalisation cellulaire (Fig. 20).

5.2/ Le rôle des ROS dans la signalisation cellulaire

H2O2 est le ROS le plus stable. Diffusant facilement à travers les membranes, il

agit à l'intérieur comme à l'extérieur de la cellule ou de la mitochondrie, exposant de

cette manière les cellules voisines non-productrices. Ainsi, il existe une quantité basale

de ROS dans l'organisme. Celle-ci diffère en fonction des cellules ou des tissus. Par

exemple, la concentration en H2O2 est de 35 mM dans le plasma humain et de 100 mM

dans les urines (Halliwell et al., 2000)

Différentes conditions modifient les quantités de ROS comme les radiations UV,

l'exposition aux métaux lourds ou à des toxines, l’ischémie suivie d’une reperfusion

(Herrling et al., 2003 ; Leonard et al., 2004) mais aussi la fixation de ligands sur leur

récepteur membranaire.

5.2.1/ La mise en évidence

Beaucoup d’études ont montré un rôle activateur des ROS sur les voies MAPK

et NF-kB et ce dans tout type cellulaire, immunitaire ou non (Gloire et al., 2006 ;

McCubrey et al., 2006 ; Verweij et Gringhuis, 2002) (Fig. 21).

Ce rôle dans la signalisation est supporté par trois arguments. Tout d'abord, la

fixation de tout ligand (cytokines, facteurs de croissance) sur son récepteur induit une

faible production de ROS. Par exemple, c'est le cas d'EGF, PDGF, VEGF, IL-1b, TNF-

a sur les cellules musculaires lisses des vaisseux sanguins (Cakir et Ballinger, 2005) ou

de l'activation du TCR dans les lymphocytes T (Kwon et al., 2003). Mais il en est de

même dans les macrophages lors de la fixation du LPS sur le TLR-4, comme nous le

verrons plus loin (chapitre II.5.3/).

Deuxièmement, l'ajout de ROS ou de molécules pro-oxydantes induisent

l'activation des voies MAPK/NF-kB aussi bien dans les cardiomyocytes que les

hépatocytes, les astrocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les macrophages

ou les lymphocytes pour ne citer que ceux-là (McCubrey et al., 2006).

Enfin, l'activation des voies de signalisation est diminuée ou même supprimée

par des composés antioxydants.



Figure 22 : L’action des ROS sur l’activité des phosphatases.
Les phosphatases sont en charge de déphosphoryler des MAPK pour arrêter la transduction du
signal. Elles possèdent un résidu cystéine dans leur site actif. Celui-ci réagit avec H2O2, rendant
l’enzyme inactive. Le glutahion réduit facilement la phosphatase oxydée. La réaction avec une
nouvelle molécule de glutathion restaure le site actif et donc la fonction de la phosphatase.
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5.2.2/ Le niveau d'action

La plus connue des voies par laquelle les ROS et le NO régulent la fonction

cellulaire passe par les groupements thiols des protéines. Une modification du statut

redox intracellulaire conduit à la formation d'acide sulfénique au niveau des résidus

cystéines ou de ponts disulfures lors d’interactions inter-protéïques ou

protéine/glutathion. Cette action conduit à un changement conformationnel qui peut, par

exemple, affecter l'activité enzymatique ou la capacité de fixation à l'ADN. A faible

concentration de ROS, cette réaction est réversible grâce aux enzymes du système anti-

oxydant.  Cependant, lorsque les quantités de ROS sont trop élevées, les systèmes anti-

oxydants ne sont plus suffisantes, les modifications sont dans ce cas irréversibles (cf

Fig. 19).

Parmi les protéines à résidus cystéine redox-sensible, nous retrouvons des

facteurs de transcription, des caspases, des phosphatases ou des petites protéines G

(Nakamura et al., 1997 ; Finkel, 1998). Un exemple intéressant sont les phosphatases

dont la région catalytique contient des résidus cystéine (Fig. 22). Ainsi, leur oxydation

les inactivent et maintient la signalisation MAPK/NF-kB en mode activé (Salmeen et

Barford, 2005 ; Denu et Tanner, 1998). Signalons enfin que les ROS sont capables

d'activer les protéines tyrosine et sérine/thréonine kinase par un processus de

transactivation des récepteurs en l’absence de ligands (Chen et al., 2001a).

Ainsi, les ROS agissent tout le long de la cascade de signalisation, aussi bien au

niveau des récepteurs que sur les phosphatases et les facteurs de transcription (Fig. 21-

22).

5.3/ Les ROS et la signalisation dans les macrophages en réponse au LPS

La signalisation du LPS conduit à l'activation des MAPK et de NF-kB dans les

macrophages. En parallèle, une production rapide de faible quantité de ROS est

observée (Ndengele et al., 2005 ; Woo et al., 2004, Ryan et al., 2004). Une stimulation

des macrophages au LPS n’induit pas une explosion oxydative. La quantité de ROS

produite en réponse au LPS n’est ainsi en rien comparable avec les très fortes quantités

libérées lors de l’explosion oxydative.

Pour comprendre le rôle de cette production dans la signalisation de TLR-4, une

stratégie employée fut l’utilisation de molécules anti-oxydantes. La plus connue est la



Introduction : Les macrophages

43

N-acétyl-cystéine (NAC). La NAC, précurseur du glutathion, contient un groupe thiol

lui permettant de réduire les radicaux libres. Ainsi, des macrophages traités au LPS et

au NAC ont une activation réduite, voire supprimée, de NF-kB, p38 ou ERK (Victor et

al., 2003 ; Ryan et al., 2004 ; Woo et al., 2004 ; Hsu et Wen, 2002). L’utilisation de la

catalase, le sodium formate (pour l’hydroxyl) ou d’un mimétique de la MnSOD aboutit

également aux mêmes résultats (Dokka et al., 2001 ; Ndengele et al., 2005). Bien

entendu, les suppressions des voies MAPK et/ou NF-kB provoquent une diminution de

production de cytokines et de NO. Dans d’autres études, l’addition de ROS à des

macrophages traités au LPS augmente leur capacité de réponse en favorisant l’activation

de NF-kB et/ou des MAPK (Lu et Wahl., 2005 ; Xiao et al., 2006).

Ces résultats proviennent d’études réalisées sur des monocytes/macrophages

aussi bien humains que murins, tant dans des cultures primaires que des lignées

immortalisées. Cette diversité montre bien l’étendue du rôle des ROS dans l’activation

des macrophages par le LPS.

L’origine de ces ROS est également une question importante. Une multitude de

publications existent sur le rôle de la NADPH oxydase dans l’activation des voies

MAPK et NF-kB par le LPS (Torres, 2003 ; Forman et Torres, 2001). Par exemple,

Koay et al ont montré que l’activation de NF-kB en réponse au LPS de macrophages

p47-KO était fortement diminuée (Koay et al., 2001). Par ailleurs, une interaction entre

TLR-4 et Nox-4 serait requise pour l’activation de NF-kB (Park et al., 2004). Le DPI

(diphényleneiodonium chloride), décrit comme un inhibiteur de la NADPH oxydase

(Hancock et Jones, 1987), a donc souvent été utilisé pour impliquer cette enzyme dans

la signalisation par les ROS. Ainsi, dans des macrophages traités au LPS, le DPI bloque

l’activation de ERK et p38 (Thakur et al., 2006 ; Woo et al., 2004). Cependant, il faut

savoir que le DPI est aussi un inhibiteur de la production de ROS mitochondriaux dans

les monocytes/macrophages (Li et Trush, 1998). Les conclusions des études utilisant ce

produit doivent donc être limitées à une participation des ROS à la signalisation et non

pas étendues à leur source.

Si l’implication de la NADPH oxydase dans la production de ROS ne fait ainsi

aucun doute, la mitochondrie ne doit pas être négligée comme source potentielle. Par

exemple, Woo et al. ont montré une production de ROS mitochondriaux par le LPS

nécessaire à l’activation de p38 (Woo et al., 2004). D’autres publications, comme celles

citées précédemment qui utilisent le DPI, suggèrent aussi une participation de la
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mitochondrie. Par ailleurs, la mitochondrie étant une source naturelle de ROS, son

implication dans la signalisation du LPS est logiquement envisageable (Janssen-

Heininger et al., 2000 ; Flohe et al., 1997, Kamata et Hirata, 1999). Cependant,

l’absence d’inhibiteurs spécifiques ou de molécules de détection spécifique des ROS

mitochondriaux font défaut pour une démonstration définitive.

Les organismes ont développé des systèmes de défense contre les ROS issus de

leur métabolisme. Ces enzymes anti-oxydantes peuvent être considérées comme des

régulateurs de la signalisation par les ROS, au même titre que les phosphatases régulent

les voies MAPK.

Les ROS sont proposés avoir une double fonction : destructrice de pathogènes

ou activatrice de voies de signalisation. En fait, ce sont la durée d’exposition et les

quantités produites qui décident de l’effet biologique (Fig. 19). A faible dose, les ROS

jouent un role dans la signalisation, interfèrant avec les voies MAPK ou NF-kB.

Néanmoins, lorsque les quantités de ROS sont trop importantes, les systèmes de défense

ne sont plus capables de contrôler cette production et il en résulte des dommages

cellulaires irréversibles (chapitre II.5.2.2/), comme durant l’explosion oxydative. Nous

pouvons donc proposer que lorsque les ROS sont volontairement produits à des fins

destructrices, une de leurs fonctions est de perturber la signalisation normale du micro-

organisme en forçant une signalisation inadaptée.
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III/ LE DIABÈTE DE TYPE 1

Le diabète de type 1 est une maladie inflammatoire chronique causée par la

destruction sélective des cellules b pancréatiques productrices d’insuline au sein des

îlots de Langerhans. Le diabète de type 1 est associé à l’apparition d’une auto-immunité

humorale et cellulaire contre les ilôts (Atkinson et Eisenbarth, 2001). Une déficience de

la régulation immunitaire semble aussi impliquée (Mathis et Benoist, 2004).

L’incidence de la maladie est très variable selon les populations. Elle varie de 0-1 pour

100000 par an dans la région Zunyi en Chine à plus de 40 pour 100000 en Finlande

(Atkinson et Eisenbarth, 2001), preuve de son hétérogénéité.

Le modèle actuel du développement du diabète de type 1 consiste en plusieurs

étapes. Chez des personnes pré-disposées génétiquement, se développe une auto-

immunité sans symptôme, appelée phase pré-clinique. Des auto-anticorps et des

lymphocytes T auto-réactifs sont observés. Finalement, se déclare un diabète clinique,

caractérisé par une hyperglycémie et une destruction de 80% des cellules b.

L’origine de la maladie reste cependant inconnue. L’hypothèse privilégiée

propose un facteur initial déclenchant une réaction immunitaire, responsable de la

réaction auto-immune anti-cellules b . Le facteur initial est recherché dans

l’environnement (infectieux ou nutritionnel) des patients développant la maladie.

Cependant, à ce jour, aucun agent environnemental n’a encore été découvert.

1/ Les modèles d’étude

La compréhension de la pathologie nécessite l’étude de modèles animaux où

certains aspects de la maladie sont observables.

1.1/ La souris NOD

La souris NOD (non obese diabetic) a été développée en croisant successivement

la descendance d’une souris qui avait spontanément développé une cataracte. Chez ces

souris, une insulite est observable dès l’âge de 4-5 semaines, suivie d’une destruction



Figure 23 : La streptozotocine.
Formules développées du glucose (A) et de la streptozotocine (B).
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des cellules b. Le diabète apparaît vers l’âge de 12-16 semaines. L’élevage de ces

animaux dans des conditions exemptes de pathogènes augmente l’incidence de la

maladie alors qu’elle diminue dans des conditions moins “stériles”. D’autre part, il y a

une grande différence dans l’incidence de la maladie en fonction du sexe

puisqu’environ 80% des femelles développent le diabète pour seulement 30% des

mâles, contrairement à l’homme.

Les études menées sur ces animaux ont permis la mise en évidence de régions

génétiques associées au diabète mais aussi la compréhension de la physiopatholgie.

1.2/ Le rat BB

Le rat BB (Bio-Breeding) dérive d’une lignée de rats Wistar. Il existe deux types

de rats BB, les DB (Diabetes Prone) sont susceptibles de développer le diabète alors que

les DR (Diabetes Resistant) sont résistants. Les rats BB-DB développent le diabète en

12 semaines et l’incidence entre les mâles et les femelles est identique. Ils partagent

avec la pathologie humaine une acido-cétose, contrairement à la souris NOD. Par

contre, les rats BB-DB ont une lymphopénie sévère. Ils possèdent seulement 10% du

nombre normal de lymphocytes T, à l’inverse des souris NOD qui ont un système

immunitaire normal. Le développement du diabète chez le rat BB-DB est également

dépendant de l’état sanitaire de l’animalerie.

1.3/ La streptozotocine

Avant la découverte des modèles animaux spontanés, les modèles consistaient en

l’injection de streptozotocine (STZ) à des souris normales ou à les infecter par des virus.

La streptozotocine est un antibiotique isolé à partir de Streptomyces

achromogenes (Vavra et al., 1959). C’est une glucosamine-nitrosourée possèdant une

forte activité anti-néoplasique. La STZ est un analogue du glucose pour le récepteur

GLUT2 (Fig. 23). Elle pénétre ainsi spécifiquement dans les cellules b où son pouvoir

alkylant induit de nombreux dommages. Elle est ainsi utilisée dans le traitement des

insulinomes (Brentjens et Saltz, 2001).

L’injection d’une forte et unique dose de STZ est suffisante pour induire une

destruction des cellules b et donc un diabète insulino-dépendant, résultant d’effets

toxiques directs.
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Le modèle MLDS (Multiple Low-Dose Streptozotocin) consiste en l’injection

répétées de faibles doses de STZ à des souris. Il s’agit dans ce cas d’un modèle de

diabète médié par le système immunitaire, comme c’est le cas pour le diabète de type 1

humain (Like et Rossini, 1976). En effet, les souris athymiques sont résistantes au

MLDS (Paik et al., 1987) et des immuno-suppresseurs bloquent le développement du

diabète (Kolb et al., 1987).

2/ La génétique

L’auto-immunité contre les îlots ainsi que le diabète de type 1 se développent

chez les individus génétiquement pré-disposés. 85% des nouveaux cas de diabètes sont

sporadiques, c’est-à-dire que les patients n’ont pas de parents au 1er degré souffrant de

diabète de type 1. Cependant, les parents au 1er degré de patients ont un risque accru de

développer un diabète, suggérant que les facteurs génétiques sont importants dans la

survenue de la maladie (Redondo et Eisenbarth, 2002).

A ce jour, seuls les gènes HLA de classe II et celui de l’insuline sont clairement

identifiés comme des gènes de susceptibilité pour le diabète de type 1. Ces gènes se

trouvent respectivement dans deux régions chromosomiques, IDDM1 et IDDM2

(Insulin-Dependent Diabetes Mellitus).

2.1/ Les gènes HLA – IDDM1

Chez l’homme, IDDM1 est situé sur le chromosome 6 dans la région des gènes

HLA de classe II. Les gènes HLA de classe II sont supposés contribuer à hauteur de

50% du risque génétique. Ainsi, chez les caucasiens, l’auto-immunité envers les îlots et

le diabète de type 1 est fortement associé aux haplotypes HLA DR3 et DR4. Un point

intéressant est que certains haplotypes confèrent un risque alors que d’autres sont

protecteurs (Redondo et Eisenbarth, 2002). Ainsi, moins de 1% des enfants diabètiques

de type 1 portent l’haplotype DR2 (Atkinson et Eisenbath, 2001).
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2.2/ Le gène de l’insuline – IDDM2

Au sein du second locus de susceptibilité (IDDM2), se trouve le gène de

l’insuline sur le chromosome 11. C’est le mini-satelllite VNTR (Variable Number of

Tandem Repeat) situé dans le promoteur du gène de l’insuline qui contribue pour 10%

de la susceptibilité (Bennett et Todd, 1996). Trois classes d’allèles VNTR peuvent être

distinguées selon leur taille, les allèles de classe I (26 à 63 répétitions), les allèles de

classe II (en viron 80) et les allèles de classe III (140 à 200). L’homozygotie pour les

allèles de classe I pré-dispose au diabète alors que ceux de classe III confèrent un effet

protecteur dominant (Redondo et Eisenbarth, 2002). La variation de la taille du VNTR

de l’insuline est corrélée à l’expression de l’insuline dans le pancréas et le thymus, les

allèles de classe III étant associées à une meilleure expression. Ainsi, des différences

déterminées génétiquement de l’expression de l’insuline dans le thymus pourraient

influencer la susceptibilité à l’auto-immunité. Une forte expression thymique conduirait

à une sélection négative des lymphocytes T auto-réactifs. A l’inverse, une expression

faible serait responsable d’une tolérance centrale déficiente contre l’insuline (Mathis et

Benoist, 2004 ; Vafiadis et al., 1997). Il ne faut pas oublier que ce polymorphisme

module également l’expression de l’insuline dans les cellules b, influençant leur

fonctionalité (Le Stunff et al., 2000).

2.3/ Les autres loci

Il existe d’autres loci de susceptibilité (IDDM 3-18), autres que les gènes HLA

et de l’insuline, à avoir été associés à une risque de diabète. Cependant, ces données

nécessitent confirmation. Ces loci contiennent entre autre les gènes de CTLA-4

(Cytotoxic T Lymphocyte-Associated protein 4; Nistico et al., 1996 ; Awata et al.,

1998), de l’IL-12 (Morahan et al., 2001), du récepteur de l’IL-1 (Metcalfe et al., 1996)

ou du récepteur de la vitamine D (Hypponen et al., 2001).
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3/ La physiopathologie

Chez des personnes génétiquement pré-disposées, l’apparition d’une phase pré-

clinique requiert l’exposition à un facteur environnemental déclencheur qui altère la

fonction immune, initiant ainsi la destruction des cellules b. Les facteurs supposés

incluent les virus (enterovirus, rubéole congénitale ; Robles et Eisenbarth, 2001), les

toxines environnementales (nitrosamines ; Dahlquist, 1994) ou l’alimentation (protéines

du lait de vache, céréales ; Dahlquist, 1994 ; Virtanen et al., 2000). Néanmoins, à ce

jour, une forte relation n’a été observée qu’avec la rubéole (Robles  et Eisenbarth,

2001).

L’activation inadéquate de la réponse immune médiée par les lymphocytes T

conduit à une réponse inflammatoire dans les ilôts (insulite) chez des individus

susceptibles ainsi qu’à une réponse humorale (auto-antigènes).

3.1/ Les auto-antigènes

Une preuve initiale de l’auto-immunité dans le diabète de type 1 vient d’études

d’immuno-fluorescence, qui ont montré la réaction entre les anticorps du sérum de

patients récemment diabètiques avec des îlots pancréatiques. La recherche a aboutit à la

découverte de trois auto-antigènes majeurs qui sont GAD65, l’IA-2 et l’insuline.

3.1.1/ L’acide glutamique décarboxylase

Deux isoformes de l’acide glutamique décarboxylase existent. Dans l’îlot, la

forme majoritaire est GAD65, protéine de 65 kDa. Sa fonction au sein de l’îlot est

inconnue et son expression n’est pas spécifique aux cellules b. 60 à 70% des patients

récemment diagnostiqués pour le diabète de type 1 ont des anticorps contre GAD65.

Chez la souris NOD, des lymphocytes T auto-réactifs contre GAD65 sont décrits très

précocément. Par ailleurs, le développement d’une tolérance envers GAD65 prévient le

développement du diabète auto-immun (Kaufman et al., 1993).

3.1.2/ La tyrosine phosphatase

Le second auto-antigène, IA-2 ou ICA512 (Islet Cell Antibody 512), appartient à

la famille des protéines tyrosine phosphatase. IA-2 se trouve dans les vésicules
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sécrétrices des cellules endocrines et neuronales (Solimena et al., 1996) et pourrait jouer

un rôle dans la sécrétion de l’insuline (Saeki et al., 2002). 60 à 70% des patients

expriment également des anticorps contre IA-2 (Payton et al., 1995).

3.1.3/ L’insuline

La majorité des anticorps dirigés contre l’insuline reconnait la chaîne B de

l’insuline. 30 à 50% des jeunes diabétiques expriment des anticorps contre l’insuline

(Atkinson et Eisenbarth, 2001). Comme pour GAD65, l’administration intra-thymique

d’insuline dans le thymus prévient la survenue du diabète chez la souris NOD

(Cetkovic-Cvlje et al., 1997).

La présence d’un ou plusieurs anticorps peut précéder l’apparition d’une phase

clinique de plusieurs années. 90% des patients récemment diagnostiqués ont des

anticorps contre au moins l’un de ces auto-antigènes.

3.2/ L’insulite

Une invasion des îlots par les mononucléaires lors d’une réaction inflammatoire

est appelée insulite. Celle-ci peut être péri-insulaire ou invasive. Elle est composée de

lymphocytes T, de macrophages, de cellules dendritiques mais rarement de lymphocytes

B.

L’insulite est toujours observée avant l’apparition du diabète chez la souris

NOD. Les macrophages et les cellules dendritiques y sont les premières cellules

recrutées, suivis des lymphocytes T CD4+ et CD8+. Cependant, l’événement initiant

cette infiltration est encore inconnue.

3.3/ La destruction des cellules b

Certes les auto-anticorps ont une forte valeur prédictive, ils semblent néanmoins

ne jouer qu’un rôle mineur dans la pathogenèse. Une réponse immunitaire à médiation

cellulaire est privilégiée. Des cellules inflammatoires sont trouvées à l’extérieur comme

à l’intérieur des îlots pancréatiques.
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3.3.1/ Les lymphocytes T

La forte présence des lymphocytes T dans l’insulite et l’existence de

lymphocytes T auto-réactifs placent ces cellules au cœur de la maladie. En effet, le

transfert des lymphocytes de souris NOD diabétiques à des souris syngéniques induit un

diabète chez toutes les souris receveuses (Christianson et al., 1993). D’autre part, une

thymectomie néo-natale prévient la survenue du diabète chez les souris NOD.

Chez l’homme, la destruction des cellules b semble passer par les lymphocytes T

CD8+, impliquant une intéraction entre le lymphocyte T et la cellule b. La cytotoxicité

est due à plusieurs phénomènes. Les lymphocytes T cytotoxiques sont producteurs de

perforines et de granzymes qui induisent l’apoptose des cellules cibles. D’autre part,

l’intéraction de Fas ligand exprimé à la surface des lymphocytes avec Fas exprimé par

les cellules b constitue également un signal pro-apoptotique. Enfin, la liaison du TNF

membranaire des lymphocytes au récepteur au TNF-a des cellules b représente un

troisième mécanisme de destruction.

La mort des cellules b est également causée par les médiateurs solubles sécrétées

par les lymphocytes T CD4+ comme l’IFN-g. Leur rôle est également indirect puisque

l’IFN-g active les macrophages et favorise leur production de cytokines, de NO et de

ROS. L’IL-1b et l’IFN-g sont deux puissants signaux de mort pour les îlots. En effet,

l’exposition prolongée in vitro d’îlots à ces cytokines provoque la mort des cellules b

(Eizirik et Mandrup-Poulsen, 2001). Un des mécanismes est l’induction par la cellule b

de la iNOS (Eldor et al., 2006). Ainsi, des souris transgéniques surexprimant la iNOS

spécifiquement dans les cellules b développent spontanément un diabète insulino-

dépendant (Takamura et al., 1998) tandis que les souris iNOS-KO sont résistantes au

MLDS (Flodstrom et al., 1999). D’autre part, l’absence du récepteur à l’IL-1b ralentit le

développement de la maladie chez la souris NOD (Thomas et al., 2004).

3.3.2/ Et les macrophages ?

Outre l’importance des lymphocytes T, les macrophages jouent également un

rôle crucial dans le diabète de type 1, notamment grâce à la sécrétion de cytokines (voir

le paragraphe précédent) mais pas seulement.

Le recrutement des macrophages précède et est requis pour l’infiltration

lymphocytaire (Hanenberg et al., 1989). Chez la souris NOD, les macrophages sont

impliqués dans l’initiation de l’insulite mais aussi dans la destruction des cellules b
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(Jansen et al., 1994, Rosmalen et al., 2000a et 2000b). Ainsi, la déplétion des

macrophages supprime le diabète dans le modèle MLDS (Kolb-Bachofen et al., 1988) et

ralentit le développement de l’insulite chez la souris NOD (Papaccio et al., 1998). Plus

exactement, chez la souris NOD, à cause de cette déplétion, les lymphocytes T CD8+

perdent leur capacité à se différencier en lymphocytes T cytotoxiques envers les cellules

b (Jun et al., 1999a et 1999b). Cette observation témoigne de l’importance des

macrophages dans la présentation d’antigènes aux lymphocytes via leur CMH de classe

II.

D’autre part, la production de ROS par les macrophages participe aux

dommages contre les îlots (Horio et al., 1994). Ainsi, l’inhibition de l’activité des

macrophages, incluant la production de NO, prévient la survenue du diabète à la STZ

(Bleich et al., 1999 ; Takamura et al., 1999).

3.3.3/ L’organe cible

Il ne faut pas non plus oublier le rôle de l’organe cible, c’est-à-dire des cellules

b, dans l’activation du système immunitaire. En effet, la destruction précoce des cellules

b de souris NOD non diabétiques par un agent toxique prévient le développement de

l’auto-immunité (Larger et al., 1995). Par ailleurs, des facteurs environnementaux

peuvent être à l’origine de la libération d’auto-antigène des cellules b, comme c’est le

cas dans le modèle MLDS. Une preuve supplémentaire est le rôle du VNTR de

l’insuline dans la pré-disposition génétique.

Des facteurs génétiques ou environnementaux peuvent ainsi être à l’origine

d’une expression altérée de certains auto-antigènes, résultant en une activation du

système immunitaire.
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BUT DU TRAVAIL

Les souris Ucp2-KO présentent des phénotypes intéressant concernant la

réponse immunitaire, en particulier leurs macrophages. Ces souris Ucp2-KO sont

capables de mieux éliminer le parasite Toxoplama gondii grâce aux très fortes

production de ROS par leurs macrophages. Ce phénotype nous a conduit à étudier leur

comportement suite à une infection par la bactérie Listeria monocytogenes.

L’importance des radicaux libres dans la signalisation en réponse au LPS est

bien connue dans les macrophages. Les ROS jouent un rôle critique puisque leur

blocage perturbe fortement l’activation cellulaire. Malgré certaines évidences, l’origine

mitochondriale de celle-ci n’a jamais été clairement démontrée. Comme UCP2 régule la

production de ROS, notamment dans les macrophages, nous nous sommes demandés si

UCP2 n’était pas un régulateur de ce phénomène.

A la vue de nos résultats in vitro sur l’activation des macrophages Ucp2-KO et

de l’implication d’UCP2 dans la sécrétion d’insuline, nous avons étudié le

développement du diabète de type 1 chez les souris Ucp2-KO.

L’activité biochimique d’UCP2, c’est-à-dire son activité de transport, est

fortement controversée, elle reste pour l’instant inconnue. Notre laboratoire a

récemment démontré que la glutamine était un inducteur spécifique de l’expression

d’UCP2. Par conséquent, l’impact de l’absence d’UCP2 sur le métabolisme de la

glutamine fut recherchée en comparant les macrophages Ucp2-KO et Ucp2-WT.

Une dernière partie a concerné l’étude phylogénomique des UCP. Elle a été

possible grâce à la disponibilité de génomes complets de nombreuses espèces. Une

histoire de l’évolution des UCP de mammifères et aviaire est ainsi exposée.
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RÉSULTATS

1/ Article 1 : The uncoupling protein 2 modulates the cytokine balance

in innate immunity.

1.1/ Introduction

Mon travail de thèse a débuté avec le modèle d’infection de souris par Listeria

monocytogenes.

Les souris Ucp2-KO étant résistantes à une infection par le parasite T. gondii

(Arsenijevic et al., 2000), nous avons voulons étudier le comportement de ces souris

envers une bactérie intra-cellulaire. Le choix s’est porté sur cette bactérie du fait de la

proximité du laboratoire du Pr. X. Nassif qui étudie cette bactérie. Outre cet intérêt,

l’avantage de L. monocytogenes est le court temps d’incubation in vivo. Il s’agit d’une

bactérie Gram positif intracellulaire et opportuniste. L. monocytogenes est la seule

espèce de listeria pathogène pour l’homme. Son ingestion provoque la listériose surtout

chez les personnes immuno-déprimées, les femmes enceintes et les nouveaux-nés.

Après ingestion, L. monocytogenes franchit la barrière intestinale en envahissant

l’épithélium intestinal et accède aux organes internes. Lors d’une infection sévère, la

barrière hémato-encéphalique est franchie et la bactérie infecte les méninges et le

cerveau. Le franchissement de la barrière intestinale requiert la reconnaissance de

l’internaline A par son récepteur E-cadhérine à la surface des entérocytes. Une

différence d’un seul acide aminé entre la séquence humaine et murine de la E-cadhérine

est responsable de la faible efficacité d’une infection par inoculation orale chez la

souris. Par conséquent la procédure utilisée chez la souris est une injection intra-

veineuse de la bactérie, même si cela ne réflète pas la réalité du mode d’infection chez

l’homme (Hamon et al., 2006).

Pour appronfondir les connaissances sur UCP2 et la réponse immune innée, nous

avons étudié le comportement des souris Ucp2-KO et sauvages suite à une infection par

L. monocytogenes.
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Figure 24 : L’expression d’UCP2 dans la rate après infection par L. monocytogenes.
Le rates de souris infectées par L. monocytogenes ont été prélevées et le niveau d’expression
d’UCP2 dans les mitochondries a été analysé par western blot. Le signal a été normalisé à celui
de la porine (n=5). *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,005 comparé au signal de la rate non
infectée.

Figure 25 : La production de cytokines dans la rate après infection par L. monocytogenes.
La production d’IL-1b, d’IL-6 et d’IFN-g a été déterminée dans les homogénats de rate de
souris infectées par L. monocytogenes. *, p < 0,05; **, p < 0,01.
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1.3/ Résultats complémentaires
1.3.1/ Expression d’UCP2

Une injection intra-péritonéale de LPS aux souris induit l’augmentation d’UCP2

dans différents tissus comme le poumon, la rate ou l’intestin (Pecqueur et al., 2001 ;

Alces-Guerra et al., 2003). Nous avons voulu savoir ce qu’il en était après une infection

par L. monocytogenes. Pour cela, 104 bactéries/souris ont été injectées à des souris (n =

5) puis sacrifiées tous les jours pendant sept jours. La figure 24 montre la modulation de

l’expression de la protéine UCP2 dans la rate. Deux jours après injection, UCP2 est

significativement augmentée dans la rate. Cette augmentation est corrélée à l’infiltration

de monocytes/macrophages dans la rate (Fig. 3 de l’article 1).

1.3.2/ Production de cytokines

La figure 4 de l’article ne présente que la production d’IL-1b, d’IL-6 et d’IFN-g

quatre jours après l’injection de L. monocytogenes. Les cinétiques de production de ces

cytokines dans la rate sont présentées dans la figure 25. Ces données montrent que le

pic de production est atteint en deux jours chez les souris Ucp2-KO comme chez les

souris Ucp2-WT. La production des souris Ucp2-WT est rapidement diminuée. En

revanche, cette diminution est plus lente chez les souris Ucp2-KO, résultant en une

différence significative à J4.

1.4/ Conclusion et points de discussion

Cette étude souligne l’implication d’UCP2 dans le déroulement de la réponse

immune innée. Les souris Ucp2-KO résiste mieux à une infection par L. monocytogenes

que les souris sauvages. Ce phénotype s’accompagne d’une production accrue de

cytokines et une meilleure mobilisation de cellules de l’immunité innée chez les souris

Ucp2-KO.

Les résultats soulèvent également certaines interrogations. Comment expliquer

que lors d’une infection in vitro, les macrophages Ucp2-KO éliminent 5-fois mieux T.

gondii alors qu’aucune différence n’est observée avec L. monocytogenes ? De même,

comment expliquer un phénotype de survie à une infection par listeria aussi discret ?

Par ailleurs, les modulations de l’expression d’UCP2 dans la rate au cours de l’infection

et le recrutement de cellules immunitaires permettront de discuter les modulations

d’UCP2 observées in vivo au cours du stress inflammatoire.
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2/ Article 2 : Mitochondria contribute to LPS-induced MAPK

activation via uncoupling protein UCP2 in macrophages.

2.1/ Introduction

Les macrophages Ucp2-KO ont une explosion oxydative plus forte suite à une

infection in vitro par T. gondii, expliquant la meilleure élimination du parasite par les

macrophages Ucp2-KO (Arsenijevic et al., 2000). Par la suite, il a été montré que des

macrophages surexprimant UCP2 (Kizaki et al., 2002) ont une production de NO

fortement diminuée par rapport aux macrophages Ucp2-WT. Nous nous sommes

demandé s’il en était de même dans les macrophages Ucp2-KO ou si le contrôle de la

production de NO n’était qu’un artefact de surexpression (Harper et al., 2002). La

culture de macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris Ucp2-KO et Ucp2-WT a

permis l’observation de phénotypes importants concernant l’activité des macrophages,

comme la migration, la production de cytokines et de NO.

Au delà de cette description, une question demeurait. Comment l’absence d’une

simple protéine mitochondriale peut expliquer de tels phénotypes ?

La signalisation principale induite par le LPS concerne les MAPK et NF-kB.

Une voie secondaire est enclenchée potentialisant les voies MAPK et NF-kB, il s’agit

de la voie des ROS dont l’origine mitochondriale a été proposée (chapitre III.5.3/). En

se basant sur la seule partie de la littérature non controversée sur UCP2, à savoir le

contrôle de la production de ROS, nous avons étudié l’influence d’UCP2 sur les ROS

mitochondriaux. Ceci nous a d’une part permis de montrer que la mitochondrie participe

à la signalisation par les ROS en réponse au LPS en modulant le niveau d’UCP2.

D’autre part, nous avons découvert que la signalisation des voies p38 et ERK est plus

rapide dans les macrophages Ucp2-KO, conduisant à une activité macrophagique plus

forte.

Malheureusement, les phénotypes de la production de NO et de cytokines par les

macrophages Ucp2-KO ont été publiés par un laboratoire concurrent avant la fin de ce

travail (Bai et al, 2005).
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2.2/ Manuscrit
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Figure 26 : La production de ROS cellulaires.
Les macrophages ont été traités au LPS (1mg/mL) pour les temps indiqués. Pour chaque temps,
les 15 dernières minutes de traitement ont été réalisées en présence de DCFDA (5 mM). La
fluorescence a ensuite été analysée par cytométrie. *, p < 0,05 (n = 2).

Figure 27 : L’influence de l’IFN-g sur l’expression d’UCP2.
Les macrophages ont été traités une nuit avec de l’IFN-g (100 U/mL) puis par le LPS (1mg/mL).
Les mitochondries des cellules ont été extraites et le signal UCP2 a été analysé par western blot.

*
*

Ucp2-KO
Ucp2-WT
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2.3/ Résultats complémentaires

2.3.1/ ROS cellulaires

La mesure du rapport fumarase/aconitase a révélé une différence basale de ROS

mitochondriaux. Cette différence disparaît après une stimulation par le LPS. En fait, la

production de ROS des mitochondries de macrophages Ucp2-WT augmente et atteint la

production des mitochondries Ucp2-KO (Fig. 2 de l’article 2).

L’utilisation de la sonde DCFDA permet de détecter par cytométrie les ROS

cellulaires (H2O2) et dans une moindre mesure le NO et HOCl (Tarpey et Fridovich,

2001), c’est à dire les productions mitochondriale et cytoplasmique. Cette méthode a

permis de retrouver la différence basale de ROS obtenue en mesurant le rapport

fumarase/aconitase (Fig. 2 de l’article 2). De même, après LPS, la différence de ROS

entre les génotypes disparaît au niveau cellulaire (Fig. 26), comme cela était observé au

niveau mitochondrial (Fig. 2 de l’article 2). Par contre, nous observons après LPS une

augmentation des ROS cellulaires dans les macrophages Ucp2-KO comme Ucp2-WT

alors que la production mitochondriale de ROS des macrophages Ucp2-KO (Fig. 2 de

l’article 2) est inchangée. L’augmentation des ROS cellulaires reflète la production

issue de la NADPH oxydase et de la mitochondrie. Ainsi, la signalisation par les ROS

en réponse au LPS a pour origine la NADPH oxydase et la mitochondrie. A ces temps

courts, la iNOS n’est pas encore présente. Ainsi, le signal obtenu avec le DCFDA est

attribué uniquement aux ROS.

2.3.2/ Effet de l’IFN-g ...

2.3.1.1/ ... sur l’expression d’UCP2

L’IFN-g est un puissant médiateur de pré-activation des macrophages,

responsable de l’induction et de la répression de multiples gènes (Ramana et al., 2002).

Nous nous sommes donc intéressés à l’influence de l’IFN-g sur l’expression d’UCP2.

Une nuit de traitement à l’IFN-g n’a aucune influence sur le niveau basal d’expression

d’UCP2 (Fig. 27) et n’affecte pas non plus la cinétique d’inhibition de l’expression

d’UCP2 en réponse au LPS (Fig. 27).

Il est également à noter que même après 48 heures de traitement par le LPS, en

présence ou en l’absence d’IFN-g, le niveau d’UCP2 reste minimal. UCP2 n’est pas ré-

induit in vitro (Fig. 27).



Figure 28 : L’influence de l’IFN-g sur le phénotype des macrophages Ucp2-KO et Ucp2-
WT.
Les macrophages ont été traités une nuit à l’IFN-g (100 U/mL). Après 24 heures de stimulation
par le LPS (1mg/mL), l’expression de la iNOS a été analysée par western blot  (A) et la
production de NO a été quantifiée avec le réactif de Griess (B). La migration de macrophages en
réponse à MCP-1 (10 ng/mL) a été déterminée comme cela est indiqué dans l’article 2 (C).

Figure 29 : L’influence du TNF-a et de l’IL-1b sur l’expression d’UCP2.
Les macrophages ont été stimulés une heure au TNF-a (50 U/mL) ou à l’IL-1b (50 U/mL).
L’expression d’UCP2 a été analysée par western blot.

A

C

B
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2.3.1.2/ ... sur les phénotypes Ucp2-WT/Ucp2-KO

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’influence d’une pré-activation à l’IFN-

g sur les phénotypes que nous avons décrits (Fig. 1de l’article 2). L’IFN-g gomme toutes

les différences entre les macrophages Ucp2-KO et Ucp2-WT obtenus par un traitement

unique au LPS (Fig. 28).

2.3.3/ TNF-a et IL-1b

Le TNF-a et l’IL-1b sont des cytokines qui ont la même voie de signalisation

que TLR-4. Un traitement d’une heure avec ces cytokines induit également une

diminution d’UCP2 (Fig. 29).

2.3.4/ Phagocytose

La phagocytose de bactéries E. coli inactivées et couplées au fluorochrome FITC

a été évaluée au cytomètre. Les macrophages ont été incubés en présence de bactéries

pendant 2 heures à des concentrations de 5 ou 20 bactéries/macrophage. A la dose de 5

bactéries/macrophage, environ 75% des macrophages ont phagocyté au moins une

bactérie (Fig. 30A). Les résultats de l’incubation à une concentration de 20

bactéries/macrophage montrent que plus de 95% des macrophages ont phagocyté au

moins une bactérie (Fig. 30B). Il n’y a aucune différence de phagocytose entre les

macrophages Ucp2-KO et Ucp2-WT, comme c’était le cas après une infection par T.

gondii ou L. monocytogenes.

Figure 30 : La phagocytose de bactéries.
Les macrophages ont été incubés en présence de bactéries E. coli couplées au FITC à une
concentration de 5 (A) ou 20 (B) bactéries/macrophage. Après 2 heures, la phagocytose a été
mesurée au cytomètre.

A B
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2.4/ Conclusion et points de discussion

Cette étude démontre l’importance de la mitochondrie dans l’activation des

macrophages. En fait, nous avons démontré qu’une partie de la signalisation par les

ROS en réponse au LPS provient bien de la mitochondrie et qu’UCP2 est la protéine-clé

de ce phénomène. Nous avons ainsi démontré que les macrophages Ucp2-KO ont une

signalisation accrue des voies p38 et ERK après stimulation, expliquant leur plus grande

capacité de migration et de production de NO et de cytokines.

Les résultats soulèvent ainsi quelques points. Quelle peut être l’activité d’UCP2

permettant d’expliquer cette production de ROS mitochondriaux ? Par ailleurs, nos

résultats sont en désaccord sur certains points avec les conclusions de Bai et al., au sujet

de (1) l’activation de la voie NF-kB dans les macrophages Ucp2-KO et de (2)

l’hypothétique état pré-activé des macrophages Ucp2-KO. Ces différents points seront

abordés dans la discussion.
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3/ Article 3 : Role of uncoupling protein UCP2 in cell-mediated

immunity: how macrophage-mediated insulitis is accelerated in a

model of autoimmune diabetes

3.1/ Introduction

Nos résultats in vitro soulignent le rôle important d’UCP2 sur la vitesse

d’activation des macrophages et leur activité. Ainsi, les macrophages Ucp2-KO ont une

production accrue de NO, de certaines cytokines mais aussi une capacité de migration

améliorée. Nous avons donc voulu confirmer in vivo, ces observations in vitro.

UCP2 est également présentée comme un acteur important de la sécrétion

d’insuline en réponse au glucose dans les cellules b-pancréatiques (Zhang  et al. 2001).

Le mécanisme proposé est une activité découplante d’UCP2 qui limiterait le rapport

ATP/ADP. Par conséquent l’absence d’UCP2 se traduirait par une augmentation du

rapport ATP/ADP et donc de la sécrétion d’insuline (Zhang et al., 2001 ; Zhang et al.,

2006). Malgré les controverses concernant le contrôle par UCP2 de la sécrétion

d’insuline (Produit-Zengaffinen et al., 2007), nous avons voulu étudier l’influence

d’UCP2 sur une pathologie impliquant le système immunitaire et la cellule b. Notre

choix s’est porté sur le diabète de type 1.

L’injection de doses multiples de streptozotocine induit un diabète auto-immun

chez la souris (chapitre III.1.3/), il s’agit du modèle MLDS. Cette stratégie nous a

permis de démontrer pour la première fois un rôle d’UCP2 dans le diabète de type 1.
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Figure 31 : Le transfert adoptif.
Les souris receveuses C57BL/6J ont reçu 5 injections de STZ (30 mg/kg). Les souris donneuses
Ucp2-WT et Ucp2-KO ont reçu 5 injections de STZ (40 mg/kg). L’objectif était de sensibiliser
les souris receuveuses et de leur transférer les cellules pour potentialiser l’apparition du diabète.
A J6, 5x106 de lymphocytes par souris receuveuses ont été injectées i.v.
A J7, 4x105 monocytes/macrophages par souris receuveuses ont été injectées i.v.

Obtention des lymphocytes : après 10 jours de traitement, les souris donneuses Ucp2-KO et
Ucp2-WT ont été sacrifiées et leur rate prélevée. Les lymphocytes ont été séparés par
centrifugation différentielle dans du milieu lympholyte-M.
Obtention des monocytes/macrophages : après 6 jours de traitement, des souris donneuses
Ucp2-KO et Ucp2-WT ont été sacrifiées et leur moelle osseuse prélevée. Une suspension
cellulaire enrichie en la lignée monocytes/macrophages a été obtenue par sélection négative à
l’aide de billes magnétiques couplées à un cocktail d’anticorps (anti-cd11c, anti-cd19, anti-
Ter119, anti-cd4, anti-cd8 et anti-7-4).
Chaque groupe comporte 10 souris receveuses.

souris receveuses

souris donneuses traitées 10  jours souris donneuses traitées 6 jours

J1-J5     J6        J7
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3.3/ Résultats complémentaires

Transfert adoptif

Nos études ex vivo sur les îlots de souris Ucp2-WT et Ucp2-KO ne montrent pas

de différence d’induction de la iNOS, ni de mortalité cellulaire (Fig. 2 de l’article 3). De

plus, nos résultats sur les macrophages (Fig. 3 de l’article 3 ; article 2) suggèrent

fortement que la différence de développement du diabète chez les souris Ucp2-KO est

un phénomène immunitaire.

Pour une démonstration définitive, nous avons réalisé un transfert adoptif dont la

démarche est présentée dans la figure 31. Cette expérience a consisté à injecter à des

souris sauvages receveuses traitées à la STZ, des lymphocytes et des macrophages

isolés à partir des souris Ucp2-KO ou Ucp2-WT traitées à la STZ. L’hypothèse était que

si notre phénotype résulte d’une activité accrue du système immunitaire des souris

Ucp2-KO, les souris injectées avec des cellules Ucp2-KO devraient développer un

diabète plus grave ou plus rapidemment que les souris injectées avec des cellules Ucp2-

WT.

L’expérience de transfert fut un échec. Aucune souris n’est devenue

hyperglycémique y compris celles traitées uniquement à la STZ. Une première

hypothèse serait que la dose de 30 mg/kg administrée aux souris receveuses est trop

faible pour déclencher le diabète et que le transfert des cellules immunitaires issues de

souris traitées ne suffit pas à déclencher la maladie. Une autre éventualité concerne les

problèmes inhérents à l’animalerie, comme la présence d’Helicobacter pylori et les

problèmes de température. En effet, les conditions sanitaires de l’animalerie sont

déterminantes pour le développement du diabète de type 1 chez les souris NOD et les

rats BB. D’autre part, à partir de J8, la température du module était descendue à 16-

18°C pour une durée supérieure à une semaine, peut-être responsable de l’altération de

la réponse des souris à la STZ.

3.4/ Conclusion et points de discussion

Cette étude démontre, pour la première fois, un rôle d’UCP2 dans le

développement du diabète de type 1 puisque les souris Ucp2-KO ont un diabète accéléré

comparé aux souris sauvages. Elle confirme ainsi in vivo le rôle central d’UCP2 sur

l’activation et l’activité des macrophages. En effet, dans ce modèle de diabète, les
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macrophages Ucp2-KO produisent plus d’IL-1b et de NO et infiltrent en plus grand

nombre les îlots de Langerhans.

Ces résultats permettent de discuter les conséquences de l’absence d’UCP2 sur

le développement de pathologies en les comparant aux divers modèles infectieux ou

inflammatoires précédemment utilisés. Il sera ainsi question de la vitesse de

développement des pathologies ou de leur gravité. Par ailleurs, cette influence d’UCP2

sur le diabète de type 1 et l’infiltration des macrophages dans les îlots de Langerhans

soulèvent des questions quant au rôle d’UCP2 dans le diabète de type 2 et des raisons de

sa modulation au sein des îlots selon les modèles animaux de diabète de type 2 ou de

régime alimentaire.
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4/ Article 4 : Glutamine metabolism is altered in macrophages of Ucp2

knock-out mice.

4.1/ Introduction

UCP2 appartient à la famille des transporteurs de la membrane interne de la

mitochondrie. Ces transporteurs sont nécessaires aux échanges de molécules entre la

matrice et le cytoplasme, ce sont donc des régulateurs du métabolisme cellulaire. Ainsi,

l’absence d’UCP2 devrait avoir des conséquences métaboliques pour la cellule.

Certaines étudent montrent une activité biochimique découplante d’UCP2, résultant en

une synthèse d’ATP inférieure dans les cellules Ucp2-WT par rapport aux cellules

Ucp2-KO (Zhang et al., 2001 ; Krauss et al., 2002).

La glutamine est un inducteur de la protéine UCP2 dans différents types

cellulaires, y compris les macrophages (Hurtaud et al., 2007). D’autre part, la glutamine

est importante dans les cellules immunitaires en tant que substrat énergétique et pour

son implication dans la production des ROS, de NO et de cytokines.

Nous avons voulu étudier ici les conséquences de l’absence d’UCP2 sur le

métabolisme de la glutamine.
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4.3/ Conclusion et points de discussion

Dans cet article, nous avons montré qu’UCP2 affecte le métabolisme de la

glutamine dans les macrophages. Plus précisemment, la présence d’UCP2 est requise

pour une oxydation correcte de la glutamine. Un autre aspect important est que nos

résultats ne peuvent en aucun cas être le reflet d’une activité découplante d’UCP2.

Nos données permettent ainsi d’aborder l’activité d’UCP2 autrement que par une

fonction découplante et amènent de nouvelles perspectives pour les activités des autres

UCP. Par ailleurs, nous discuterons les conséquences de cette perturbation du

métabolisme mitochondrial sur l’activation des macrophages et formulerons une

hypothèse pour expliquer la différence de production de ROS mitochondriaux. Enfin, ce

rôle dans l’oxydation de la glutamine permet également une nouvelle interprétation des

modulations d’UCP2 précédemment observées chez l’animal au cours de stress

inflammatoires ou infectieux.
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5/ Article 5 : Avian UCP : the killjoy in the evolution of the

mitochondrial uncoupling proteins

5.1/ Introduction

UCP1 a toujours été considérée comme une protéine apparue tardivement dans

l’évolution (Cannon et Nerdergaard, 2004). En effet, elle est spécifique du tissu adipeux

brun des mammifères où elle est responsable de la thermogenèse sans frisson. Jastroch

et al. ont montré l’existence d’une UCP1-like chez les poissons (Jastroch et al., 2005),

invalidant la théorie de l’apparition tardive.

Les progrès en génétique ont permis le séquençage du génome de nombreuses

espèces. La disponibilité de ceux-ci nous ont permis de réaliser une analyse

phylogénomique afin d’écrire une histoire de l’évolution des UCP. Ainsi, une UCP1-

like est présente chez les insectes alors qu’UCP2 et UCP3 n’apparaissent que plus tard

chez les premiers vertébrés, il y a 500 millions d’années.

Etrangement, une seule UCP est retrouvée chez les oiseaux, avUCP, faisant

d’eux un cas particulier. En effet, au cours de l’évolution, les oiseaux ont perdu UCP1

et UCP2. Partant de cette observation, nous formulons quelques hypothèses sur

l’activité de transport et les fonctions d’avUCP.
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5.3/ Conclusion et points de discussion

Cet article apporte une nouvelle vision à la phylogénie et à l’évolution

fonctionnelle des UCP. Les noms UCP1, UCP2 et UCP3 viennent de l’ordre dans lequel

ces gènes/protéines ont été découverts. Cependant, l’idée générale était qu’UCP1 était

une protéine récemment apparue au cours de l’évolution. Nos analyses

phylogénomiques démontrent qu’en réalité ce sont UCP2 et UCP3 qui dérivent d’UCP1

lointaine. Par ailleurs, nous avons montré que, chez les oiseaux, seule une avUCP est

présente. En fait, au cours de l’évolution, Ucp1 et Ucp2 ont été perdu ou éliminé du

génome des oiseaux.

Ces données permettent d’aborder les activités de transport et les rôles

physiologiques d’avUCP mais aussi de formuler des hypothèses sur l’évolution de

l’activité de ces protéines.
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DISCUSSION

Le but de la thèse était de mieux comprendre la fonction d’UCP2 dans le

système immunitaire et en particulier dans les macrophages. Pour cela, nous nous

sommes demandés de quelle manière les mitochondries et UCP2 interviennent dans

l’activation des macrophages in vitro (article 2). Nos recherches se sont poursuivies

avec des modèles in vivo comme l’infection par L. monocytogenes (article 1) et le

diabète de type 1 (article 3). Par ailleurs, la mitochondrie étant avant tout un organite-

clé du métabolisme cellulaire, l’étude d’éventuelles conséquences métaboliques

associées à l’absence d’UCP2 dans les macrophages a été entreprise (article 4).

1/ Activité physiologique - UCP2 et la signalisation

La comparaison des macrophages Ucp2-KO et Ucp2-WT a mis en évidence

comme phénotype une production accrue de cytokines et de NO des macrophages

Ucp2-KO, une meilleure capacité de migration ainsi qu’une résistance à la mort induite

par le NO (article 2). D’autre part, notre approche in vitro a permis de caractériser une

fonction physiologique d’UCP2 dans les macrophages, le contrôle de la signalisation

par les ROS.

1.1/ La mitochondrie et la signalisation par les ROS

A l’origine, le laboratoire avait décrit une meilleure élimination de T. gondii par

les macrophages Ucp2-KO grâce à une explosion oxydative plus puissante comparé aux

macrophages Ucp2-WT. A l’époque, UCP2 était considérée comme une protéine

découplante, ce qui impliquait une fonction modulatrice de la production des ROS

mitochondriaux (Skulachev et al., 1998). Par conséquent, la différence d’intensité de

l’explosion oxydative fut implicitement attribuée à l’activité découplante d’UCP2

(Arsenijevic et al., 2000). Dans cette logique, les ROS mitochondriaux étaient

considérés comme des effecteurs finaux responsables de l’élimination du toxoplasme.

Cependant, comme cette hypothèse des ROS mitochondriaux « tueurs » ne prend pas en
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compte les différences de production de cytokines et de NO, nous avons entrepris

l’étude des voies de signalisation contrôlant ces paramètres.

1.1.1/ Les MAPK

Nous avons montré qu’UCP2 contrôle les ROS mitochondriaux en réponse au

LPS (Fig. 2 de l’article 2). Ce résultat est important pour trois raisons : (1) La

production basale de ROS est supérieure dans les mitochondries des macrophages

Ucp2-KO comparées aux Ucp2-WT, (2) la production de ROS mitochondriaux

augmente en réponse au LPS dans les macrophages Ucp2-WT, (3) suite au stimulus

LPS, la production de ROS mitochondriaux des macrophages Ucp2-KO n’est pas

augmentée. Ainsi la différence de ROS mitochondriaux entre les génotypes Ucp2-WT

et Ucp2-KO est supprimée après LPS. En parallèle, le LPS induit une diminution rapide

d’UCP2 (Fig. 3 de l’article 2), reliant l’augmentation de la production de ROS

mitochondriaux à la quantité d’UCP2. L’analyse des voies MAPK et NF-kB a révélé

une meilleure activation des voies ERK et p38 dans les macrophages Ucp2-KO où le

pic de phosphorylation est atteint plus rapidement. Par conséquent, la signalisation en

aval est favorisée, comme on l’observe avec le facteur de transcription ATF-2,

expliquant la plus forte induction de l’activité des macrophages Ucp2-KO.

A l’inverse, dans les macrophages surexprimant UCP2, une diminution des

fonctions immunitaires est décrite (Kizaki et al., 2002 ; Ryu et al., 2004). Ces effets sont

assimilables à ceux obtenus en supprimant la signalisation par les ROS (Victor et al.,

2003 ; Ryan et al., 2004 ; Woo et al., 2004 ; Hsu et Wen, 2002 ; chapitre II.5.3/).

1.1.2/ Quels ROS ?

Précédemment, de fortes productions de ROS avaient été associées à de faibles

quantités d’UCP2 (Arsenijevic et al., 2000 ; Kizaki et al., 2002 ; Ryu et al., 2004 ;

article 1). Les méthodes employées (NBT, DCFDA, DHE) ne permettaient pas de

déterminer l’origine exacte des ROS. Du fait de la localisation mitochondriale d’UCP2,

la source fut naturellement considérée comme étant mitochondriale. Grâce au rapport

fumarase/aconitase, nous avons été les premiers à montrer que les macrophages Ucp2-

KO produisent plus de ROS mitochondriaux que les macrophages Ucp2-WT. Il s’agit

en fait d’une production d’anion superoxyde puisque l’aconitase n’est pas sensible aux

autres ROS ni au NO (Gardner et Fridovich, 1992 ; Gardner et al., 2002). L’anion

superoxyde a une demie-vie extrêmement courte et ne peut donc pas traverser les



Discussion

74

membranes. Il est rapidement dismuté en H2O2, capable de traverser les membranes et

agit comme un second messager. Dans le même temps, Bai et al. ont détecté une

production de H2O2 supérieure par les mitochondries de rate de souris Ucp2-KO

comparées aux sauvages (Bai et al., 2005), corroborant nos observations. L’utilisation

d’une sonde détectant les ROS cellulaires (DCFDA, détectant l’H2O2) permet de

retrouver la différence basale obtenue avec le rapport fumarase/aconitase. Ainsi, la

différence de ROS mitochondriaux a une réelle conséquence dans le cytoplasme. Enfin,

la NADPH oxydase n’est pas impliquée dans cette différence entre Ucp2-KO et Ucp2-

WT puisque le recrutement à la membrane plasmique de ses sous-unités est similaire en

basal comme après stimulation au LPS (Bai et al., 2005).

1.1.3/ Cible cytoplasmique des ROS

La régulation de la signalisation des MAPK implique des phosphatases, telles

que MKP-1 (MAPK Phosphatase). Les MKP déphosphorylent les MAPK sur les résidus

thréonine et tyrosine. Cette activité est très importante dans la régulation du système

immunitaire. En effet, après stimulation, les voies MAPK activent les MPK pour inhiber

la signalisation, il s’agit de la mise en place d’un rétro-contrôle négatif (Liu et al.,

2007). Dans les macrophages, l’augmentation, même modérée, de la quantité de MKP-1

induit une diminution de l’activation de p38 et une diminution significative de la

production de TNF-a et d’IL-6 (Chen et al., 2002 ; Zhao et al., 2005). A l’inverse,

l’inhibition de MKP-1 prolonge la durée d’activation de p38 et l’augmentation de la

production de cytokine (Zhao et al., 2005). Les phosphatases, comme MKP-1, sont

inactivées par les ROS via les résidus cystéine présents dans leur site actif (cf Fig. 22),

c’est de cette manière que les ROS favorisent les voies MAPK et NF-kB (Salmeen et

Barford, 2005 ; Denu et Tanner, 1998). Par ailleurs, les macrophages Mkp-1-KO n’ont

pas d’activité basale MAPK ou NF-kB, tout comme les macrophages Ucp2-KO. Il est

donc envisageable que l’activation prolongée des voies ERK et p38 dans les

macrophages Ucp2-KO résulte de l’inactivation de phosphatases spécifiques. Enfin, les

souris Ucp2-KO ont un développement comparable aux souris sauvages, elles ne

souffrent pas d’anomalies apparentes. C’est également le cas pour les souris Mkp-1-KO

(Dorfman et al., 1996), ce qui renforce l’hypothèse d’une inhibition de phosphatases

dans les souris Ucp2-KO.
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1.2/ UCP2 et le mode d’activation des macrophages

Suivant les récepteurs impliqués, 4 modes d’activation des macrophages peuvent

être distingués (chapitre II.2.2/).

Les études in vitro sur les macrophages n’ont pas révélé de différence dans leur

capacité à phagocyter L. monocytogenes ou E. coli (cf Fig. 30), comme cela était décrit

pour T. gondii (Arsenijevic et al., 2000). Une implication d’UCP2 dans l’activation

cellulaire lors de la phagocytose est donc exclue.

Les récepteurs TLR, IL-1bR et TNF-aR partagent une signalisation commune

activant les MAPK. C’est pourquoi, dans ces trois cas, le traitement des macrophages

par leur ligand induit une diminution rapide d’UCP2. A l’inverse, un pré-traitement à

l’IFN-g ne modifie pas le niveau d’expression d’UCP2 (cf Fig. 27). Dans ce cas, la voie

de signalisation induite est celle des Jak/Stat, indépendante des MAPK (Hu et al., 2002)

et donc des ROS modulés par UCP2. D’autre part, la pré-activation des macrophages à

l’IFN-g supprime toutes les différences Ucp2-KO et Ucp2-WT (cf Fig. 28). En fait,

l’IFN-g est un puissant signal qui modifie profondément l’état du macrophage, grâce à

l’induction d’une multitude de gènes (Schroder et al., 2003), plaçant la cellule dans un

état de réactivité supérieure (Bosisio et al., 2002). Les changements sont tels que

l’influence subtile d’UCP2 dans l’activation innée n’est plus observable. Par exemple,

l’utilisation d’IFN-g augmente d’un facteur supérieur à 10 l’induction de la iNOS et la

production de NO par les macrophages Ucp2-WT et d’un facteur 3 la capacité de

migration (cf Fig. 28). Ainsi, nos résultats montrent que l’activation classique n’est pas

influencée par UCP2.

Le rôle d’UCP2 dans la signalisation et les macrophages concerne uniquement

l’activation innée.

1.3/ La signalisation par les ROS dans les cellules b-pancréatiques

Dans les cellules b-pancréatiques, l’induction de la iNOS et de la mort cellulaire

par l’IL-1b est contrôlée par les voies de signalisation MAPK (Eizirik et Mandrup-

Poulsen, 2001 ; Eizirik et Darville, 2001) et particulièrement par p38 et ERK1/2 (Larsen

et al., 1998). Une différence de mortalité ou de production de NO entre des cellules b

Ucp2-KO et Ucp2-WT était donc attendue. Cependant, dans nos études ex vivo, les îlots
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de souris Ucp2-WT et Ucp2-KO ne présentent ni de différence d’induction de la iNOS,

ni de mortalité cellulaire en réponse à l’IL-1b (Fig. 2 de l’article 3). Une explication est

l’absence d’effet de la signalisation par les ROS sur la mort des cellules b induite par

les cytokines. En effet, l’utilisation d’anti-oxydants ou la surexpression de la MnSOD

ou de la catalase ne modifie pas la toxicité par les cytokines (Chen et al., 2005b).

L’importance de la signalisation par les ROS en réponse au LPS est bien connue

(chapitre II.5.3/ ; cf Fig. 21). Jusqu’à présent, la part des mitochondries n’avait pas été

suffisament étudiée dans ce phénomène. Nos résultats montrent que la mitochondrie

participe à cette signalisation par les ROS. Plus précisemment, nous présentons UCP2

comme le régulateur de cette boucle de signalisation certes secondaire mais cruciale lors

de l’activation du macrophage (Fig. 8A de l’article 2).

1.4/ NF-kB et la pré-activation

Des différences de cytokines et de NO en réponse au LPS entre les macrophages

de souris Ucp2-WT et Ucp2-KO ont été décrites (Bai et al., 2005 ; article 2).

Malheureusement les explications à ces phénotypes sont divergentes.

1.4.1/ NF-kB ?

Selon Bai et al., les phénotypes entre les macrophages Ucp2-WT et Ucp2-KO

résultent d’une activation plus importante de NF-kB (Bai et al., 2005) tandis que nous

les attribuons aux MAPK et non pas à NF-kB (article 2). Pour expliquer cette

contradiction, il est important de noter que leur démonstration est basée sur un travail

effectué sur des extraits de rate (environ 2-4% de monocytes/macrophages) et non pas

sur des macrophages isolés.

Premièrement, l'activation de NF-kB n’a été étudiée qu'à un temps unique : 3h

après LPS. C'est un temps très tardif. En effet, l'injection de LPS à une souris provoque,

par exemple, une libération très rapide de TNF-a. Le pic de TNF-a sérique est atteint

en 30-60 minutes, donc regarder la vitesse de l'activation cellulaire primaire à 3h est

trop tardif. A ce temps, ce n'est plus la phase de réponse précoce qui est observée mais

déjà ses conséquences.



Figure 32 : Conséquences in vivo du LPS sur la rate.
Les macrophages et les neutrophiles possèdent le TLR-4. En réponse au LPS, les macrophages
et les neutrophiles libèrent différentes cytokines (1). Celles-ci ont une action autocrine (2) et
paracrine (3). Cette activation secondaire (2) ou des cellules voisines (3) emprunte les voies
MAPK et NF-kB. La libération secondaire de nouvelles cytokines entretient l’activation des
voies de signalisations (4).
Chez les souris Ucp2-KO, la signalisation MAPK initiale des macrophages est plus forte que
chez les sauvages, responsable d’une libération accrue de cytokines in vitro (emre 2007) et in
vivo (Bai et al. 2005).  Ainsi lorsque Bai et al. observent une différence d’activation de NF-kB
trois heures après injection, il s’agit d’une conséquence tardive des intéractions entre les
différentes cellules de la rate et non d’une signalisation propre aux macrophages de la rate qui
ne représente que 2-4% des cellules immunitaires de la rate.

Figure 33 : La translocation nucléaire de NF-kB.
(Bai et al., J. Biol. Chem., 2005)
Après traitement des souris Ucp2-KO et Ucp2-WT au LPS (4 mg/g) pendant 3 heures,
les rates ont été récupérées pour la préparation des fractions nucléaires et
cytoplasmiques. La translocation de p50 et de p65 en conditions basales est détectée par
western blot. Les données représentent la moyenne ± SE de deux expériences
indépendantes (n = 4). *, p < 0,05.
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Deuxièmement, nous avons montré que les cascades ERK et p38 sont activées

plus rapidement et plus longtemps dans les macrophages Ucp2-KO, conduisant à une

production accrue de cytokines dont le TNF-a (article 2). Bai et al. ont eux-mêmes

décrit une production plus forte de TNF-a chez les souris Ucp2-KO après LPS. Ainsi,

in vivo, les souris libèrent immédiatement du TNF-a (phase 1, Fig. 32) qui a une action

autocrine et paracrine (phase 2/3, Fig. 32) conduisant à une stimulation supplémentaire

activant les voies MAPK et NF-kB. Par ailleurs, in vivo, il y a une amplification de tout

phénomène à cause des intéractions (via des cytokines, comme l’IFN-g) entre les

macrophages et les autres cellules environnantes (phase 4, Fig. 32) qui n'existent pas in

vitro. Par conséquent, l’activation de NF-kB plus forte chez les souris Ucp2-KO, 3

heures après injection de LPS, n’est probablement qu'un événement tardif, consécutif à

plusieurs phénomènes imbriqués. Il aurait fallu réaliser une cinétique d'activation de

NF-kB en réponse au LPS au lieu de regarder uniquement le temps 3h. Un argument

important en faveur de l’hypothèse de l’amplification est la forte production d’IFN-g par

les souris Ucp2-KO décrite par les auteurs. Cette cytokine est en effet essentielle pour

l’activation et l’activité des macrophages.

Dans les macrophages, l’absence d’UCP2 affecte les voies de signalisation ERK

et p38, pas celle de NF-kB.

1.4.2/ La pré-activation ?

Nous avons montré qu’après stimulation, l’activation des macrophages Ucp2-

KO est plus rapide que celle des sauvages. Par contre, en absence de stimulation, les

signalisations MAPK et NF-kB ne sont pas activées (article 2) dans les macrophages

Ucp2-KO, illustrant l’importance d’un signal principal (LPS ou MCP-1) pour révéler le

rôle des ROS mitochondriaux. Or Bai et al ont décrit une activation constitutive de NF-

kB dans les cellules Ucp2-KO, responsable de leur pré-activation.

Plus exactement, la sous-unité p50 serait plus présente dans le noyau des cellules

des rates des souris Ucp2-KO. En revanche, il n'y a pas de différence pour p65 (Fig.

33). p50 seule n'a pas la capacité d’activer la transcription (chapitre II.4.2/). D’ailleurs,

aucun gène-cible de NF-kB (cytokines, iNOS) n’est activé. Les souris et les cellules

Ucp2-KO en absence de stimulation, ne produisent ainsi ni cytokines ni NO et n'ont pas

de capacité migratoire particulière (article 2 ; Arsenijevic et al., 2000). Ceci indique

bien qu'en l'absence de stimulation, rien ne différencie les macrophages et les souris
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Ucp2-WT des Ucp2-KO d'un point de vue « immunologique », comme c’est également

le cas avec les macrophages surexprimant UCP2 (Kizaki et al., 2002 ; Ryu et al., 2004).

Par ailleurs, l’activation constitutive des voies MAPK ou NF-kB est toujours

associée et responsable de diverses conséquences physio-pathologiques, comme le

cancer ou des problèmes de développement embryonnaire (Pacifico et Leonardi, 2006 ;

Lu et Stark, 2004 ; Scholl et al., 2005). De telles perturbations ne sont pas observées

chez les souris Ucp2-KO, ce qui montre bien que la notion de « pré-activation » est

incorrecte.

Un dernier argument est la récente implication des ROS et d’UCP2 dans la

transcription du gène de l’adiponectine dans les adipocytes blancs (Chevillotte et al.,

2007). Dans cette étude, UCP2 contrôle l’expression génique de l’adiponectine via les

ROS mais indépendamment de NF-kB. Ce qui confirme nos résultats sur l’absence

d’influence d’UCP2 sur la signalisation de NF-kB. La voie des MAPK n’a pas été

examinée dans cette étude.

La différence de signalisation entre les macrophages Ucp2-KO et Ucp2-WT est

due à une production accrue de ROS mitochondriaux qui potentialise l’activation des

MAPK après traitement mais qui n’a aucune incidence sur la signalisation en l’absence

de stimulation (Fig. 4-5 de l’article 2).

1.5/ Caractéristiques d’UCP2

Un certain nombre d’éléments permettent de considérer UCP2 comme une

protéine de stress. Sa demi-vie extrémement courte de l’ordre de 30 minutes (Rousset et

al., 2007) est une caractéristique partagée par différentes protéines de stress. La demi-

vie de p53 est d’environ 30 minutes (Liu et al., 1994) comme celle de p21 (Bloom et al.,

2003) ou de la cycline D1 (Campo et al., 2002). Par ailleurs, UCP2 est régulée au

niveau de la traduction (Pecqueur et al., 2001 ; Hurtaud et al., 2006), comme de

nombreuses protéines de stress ou de la réponse immunitaire, par exemple le TNF-a.

Ainsi, la réponse cellulaire peut débuter sans la mise en place d’un long contrôle

transcriptionnel. Dans les macrophages stimulés au LPS, les MAPK p38 et JNK sont

responsables de la traduction de l’ARNm de TNF-a (Kontoyiannis et al., 1999 et 2001).

C’est un parallèle intéressant puisqu’UCP2 est également contrôlée par p38 et JNK en
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réponse au LPS (Fig. 6 de l’article 2). Dans le cas du TNF-a, ce sont des séquences

ARE (AU-Rich Element) en 3’-UTR qui sont responsables de la régulation

traductionelle. Néanmoins, celles-ci sont absentes de l’ARNm d’UCP2. Il a été

démontré que l’ARNm d’UCP2 contient une phase ouverte de lecture en amont de celle

codant la protéine UCP2, inhibant la synthèse d’UCP2 (Pecqueur et al., 2001 ; Hurtaud

et al., 2006). Cependant, les mécanismes de la mise en place de l’inhibition ou de sa

levée restent inconnus.

Un autre point intéressant est le faible niveau d’expression d’UCP2. En effet,

UCP2 est 160 fois moins abondante dans la rate, tissu où elle est la plus exprimée,

qu’UCP1 dans le TAB (Pecqueur et al., 2001). UCP1 représente 5% des protéines

mitochondriales dans le TAB de souris exposées au froid. Cela signifie qu’UCP2 ne

représente au mieux que 0,03% des protéines mitochondriales dans la rate. La quantité

d’UCP2 dans la mitochondrie est donc très faible. Cela renforce un rôle subtil d’UCP2,

en adéquation avec une régulation fine dans la signalisation ou le métabolisme

cellulaire.

Les protéines de signalisation, elles, sont reconnaissables grâce à leur mode

d’activation ou de régulation. Il peut s’agir d’une modification covalente, comme les

phosphorylations et les déphosphorylations dans les cascades des MAPK. La

phosphorylation réversible est ainsi responsable d’un changement d’état (actif/inactif)

qui contrôle la signalisation. La modification peut aussi être irréversible, comme dans la

voie des caspases où la coupure protéolytique de la pro-caspase déclenche la

signalisation. Par contre, dans le cas des récepteurs aux cytokines ou des TLR, la

régulation concerne la localisation du récepteur à la surface de la cellule. Ainsi, après

stimulation, les récepteurs sont rapidement internalisés pour bloquer l’initiation de la

signalisation. C’est par exemple ce qui se produit avec TLR-4, un phénomène

participant à la tolérance à l’endotoxine (Fan et Cook, 2004). Un dernier mode

d’activation est la dégradation protéique. Ainsi, l’activation de la voie NF-kB requiert la

dégradation de son inhibiteur I-kB. De la même manière, nous avons montré que

l’activation de la voie de signalisation des ROS nécessite la diminution du taux

d’UCP2. Cette diminution d’UCP2 dans les macrophages en réponse au LPS requiert

environ une heure pour atteindre son niveau minimal (Fig. 3 de l’article 2). Il est donc

possible que cette diminution ne soit pas une augmentation de la dégradation comme

c’est le cas avec I-kB, mais plutôt un simple arrêt de la traduction. Cet aspect fut étudié
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dans les macrophages en utilisant des inhibiteurs de protéines contrôlant la traduction

(mTOR et Mnk-1). Cependant, aucune ne s’est révélée être impliquée dans cette

modulation (Fig. 6 de l’article 2). Le seul élément connu menant à la diminution

d’UCP2 en réponse au LPS est qu’il est en aval et commun aux voies JNK et p38.

UCP2 est donc assimilable à une protéine de stress qui participe à la

signalisation cellulaire grâce à son influence sur la production de ROS mitochondriaux

(Fig. 8 de l’article 2).

1.6/ Les macrophages Ucp2-KO et la destruction des pathogènes

Dans l’article d’origine sur les souris Ucp2-KO (Arsenijevic et al., 2000), une

activité anti-T. gondii des macrophages Ucp2-KO cinq fois supérieure aux macrophages

Ucp2-WT avait été décrite. Lors de nos études sur L. monocytogenes, nous n’avons

observé aucune différence dans l’élimination de la bactérie.

Les pathogènes qui parasitent les macrophages doivent survivre et se multiplier

dans l’environnement hostile que constitue la cellule hôte. Les stratégies employées

sont différentes selon les pathogènes. T. gondii inhibe l’activité des macrophages en

bloquant les voies de signalisation NF-kB et MAPK (Denkers et al. 2004a et 2004b).

Ainsi, nous avons suggéré que la plus forte stimulation des voies de signalisation p38 et

ERK dans les macrophages Ucp2-KO leur permet de contrer le développement normal

de T. gondii et favorisent la lutte anti-parasitaire in vivo et in vitro. A l’inverse, dans le

cas de L. monocytogenes, l’activation du macrophage est favorisée afin d’augmenter le

nombre de cellules hôtes à infecter (Rosenberger et Finlay, 2003). Dans ce cas, une plus

forte signalisation favorise l’activation cellulaire et la production de cytokines et de

chimiokines (article 1).

Une autre explication est également envisageable. La phagocytose, la

dégradation dans le phagolysosome, la production de NO et l’explosion oxydative sont

des mécanismes effecteurs anti-microbiens très puissants. Pour survivre, les pathogènes

ont ainsi développé différents subterfuges. Le devenir intracellulaire de T. gondii dans

le macrophage est déterminé par la manière dont il entre dans la cellule hôte. L’invasion

de la cellule par T. gondii est un processus actif lui permettant d’échapper à la voie

phagolysosomale normale et de se développer dans une vacuole spécialisée (Mordue et

al., 1999). Par ailleurs, T. gondii peut aussi entrer dans le macrophage par phagocytose,
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se retrouvant dans le phagolysosome où il sera détruit (Mordue et Sibley, 1997). Dans le

cas de T. gondii, la meilleure élimination du parasite est expliquée par une explosion

oxydative plus importante dans les macrophages Ucp2-KO (Arsenijevic et al., 2000).

C’était là notre hypothèse de travail lorsque l’étude sur les macrophages et L.

monocytogenes a débuté. La destruction du micro-organisme par les ROS nécessite un

certain temps dans le phagosome. Pour se défendre, L. monocytogenes a développé une

technique de défense qui consiste à s’échapper rapidement de sa vacuole. Peu après la

phagocytose, L. monocytogenes perfore la membrane de la vacuole qui la contient se

retrouvant ainsi en moins de 30 minutes dans le cytoplasme des macrophages (Myers et

al., 2003). C’est pourquoi, il ne peut pas être détruit par le processus habituel

d’explosion oxydative contrairement au toxoplasme phagocyté. Il était donc normal de

ne pas voir de différence d’élimination de L. monocytogenes dans ces conditions in

vitro. A cause de ce phénomène d’évasion vacuolaire, les macrophages naïfs ne peuvent

pas lutter efficacement contre L. monocytogenes. En conséquence, les études

d’élimination bactérienne sont souvent réalisées sur des macrophages activés à l’IFN-g

et au LPS. Une pré-activation sur la nuit de macrophages péritonéaux à l’IFN-g

empêche l’accès de L. monocytogenes au cytoplasme (Dai et al., 1997), limitant ainsi la

croissance de la bactérie. Pour les macrophages dérivés de la moelle osseuse, une

stimulation supplémentaire au LPS est nécessaire (Myers et al., 2003), l’IFN-g seul

n’ayant pas un pouvoir suffisant (Tsang et al., 2000). C’est grâce aux productions de

ROS et de NO (Myers et al., 2003) après activation à l’IFN-g et au LPS que ces

macrophages parviennent à contrôler L. monocytogenes. C’est pourquoi, in vitro, nous

avons aussi regardé l’élimination de L. monocytogenes après un pré-traitement à IFN-g

et au LPS. Une nouvelle fois, le résultat de l’expérience fut une absence de différence

d’élimination entre les macrophages Ucp2-KO et sauvages. La raison de ce second

échec n’est apparue que plus tard lorsque nous avons démontré que l’IFN-g est un signal

tellement puissant qu’il supprime le rôle subtil d’UCP2 dans les macrophages et donc

les différences entre les macrophages Ucp2-WT et Ucp2-KO. Ainsi, il est clair que L.

monocytogenes ne constituait pas le modèle idéal pour étudier le rôle d’ucp2 dans les

macrophages.

Par ailleurs, Arsenijevic et al. ont décrit que les macrophages Ucp2-KO

éliminent également mieux Salmonella typhimurium (Arsenijevic et al., 2000). Cette

bactérie reste dans sa vacuole et possèdent des superoxides dismutases à sa surface et
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des protéines de réparations pour lutter contre les dommages causés par les ROS

(Linehan et Holden, 2003). Néanmoins, S. typhimurium est sensible à la mort par la

NAPDH oxydase dans les premières heures qui suivent la phagocytose. De plus, elle est

très sensible au NO. Ainsi, l’explosion oxydative et la production accrue de NO des

macrophages Ucp2-KO peuvent expliquer la meilleure élimination de cette bactérie.

2/ Activité biochimique - UCP2 et le métabolisme

Le métabolisme est une imbrication de multiples voies biochimiques où le

catabolisme des sucres, des acides gras et des acides aminés alimente le cycle de Krebs

et par conséquent la chaîne respiratoire. Sachant que la glutamine est un inducteur de la

traduction d’UCP2 dans divers types cellulaire dont les macrophages (Hurtaud et al.,

2007), nous nous sommes intéressés au métabolisme de la glutamine dans les

macrophages Ucp2-KO et Ucp2-WT.

2.1/ L’oxydation de la glutamine

Nos résultats montrent une utilisation différentielle de la glutamine en tant que

substrat énergétique entre les macrophages Ucp2-WT et Ucp2-KO. Lorsque la

glutamine est le seul substrat énergétique présent, il est oxydé (Fig. 10B de l’article 4),

ce qui est confirmé par l’augmentation de la respiration (Fig. 8B de l’article 4) et il n’y

a pas de production de lactate (Fig. 9B de l’article 4. Dans ces conditions, une

accumulation des intermédiaires de la glutaminolyse est observée dans les macrophages

Ucp2-KO (Fig. 4-7 de l’article 4). Les macrophages Ucp2-KO montrent un défaut

d’oxydation (Fig. 10B de l’article 4) et donc de respiration (Fig. 8B de l’article 4) par

rapport aux macrophages Ucp2-WT. Ces observations présentent un rôle d’UCP2 sur

l’oxydation de la glutamine, c’est-à-dire sur le métabolisme cellulaire. Précisons tout de

même que la glutaminolyse oxydative n’est pas complétement supprimée mais est

seulement moins efficace que dans les macrophages Ucp2-WT (Fig. 10B de l’article 4).

Ainsi, UCP2 n’est pas la protéine-clé de cette voie métabolique mais un acteur.

En réalité, l’influence d’UCP2 sur le métabolisme est plus complexe qu’une

simple restriction sur la glutaminolyse. En présence de glucose et de glutamine, il est
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intéressant de noter que l’oxydation de la glutamine est quasi-nulle dans les deux

génotypes (Fig. 10A de l’article 4). Dans les macrophages Ucp2-WT, une partie du

glucose est oxydée, comme le souligne les données de respiration (Fig. 8A, Fig. 10A de

l’article 4) et une partie est transformée en lactate (Fig. 9A de l’article 4). Par contre,

ces deux paramètres ne sont pas modifiés dans les macrophages Ucp2-KO (Fig. 8A et

9A de l’article 4). Ces résultats montrent ainsi qu’outre l’influence d’UCP2 sur le

métabolisme de la glutamine, UCP2 affecte également celui du glucose.

2.2/ L’activité métabolique d’UCP2

Quelle est la portée de nos données métaboliques sur la nature du rôle d’UCP2 ?

En présence de glutamine, la respiration des macrophages Ucp2-WT est

supérieure à celle des macrophages Ucp2-WT (Fig. 8 de l’article 4). Cependant, les

données NADH/NAD+ montrent que l’état redox des macrophages Ucp2-WT est plus

réduit que celui des Ucp2-KO (Fig. 12 de l’article 4) et que la production d’ATP est

similaire entre les deux types de macrophages (Fig. 11 de l’article 4). Par conséquent,

dans les macrophages, une activité découplante d’UCP2 est à exclure.

L’altération métabolique provoquée par l’absence d’UCP2 intervient en fin de

glutaminolyse (Fig. 4-7 de l’article 4), UCP2 ne participe donc pas à l’entrée de la

glutamine dans le macrophage. D’après les expériences de gonflement des

mitochondries, la fonction d’UCP2 n’est pas non plus l’export de l’aspartate. L’activité

de transport d’UCP2 n’est donc pas encore résolue.

L’absence d’UCP2 altère un flux métabolique ou bloque une voie biochimique.

La déficience oxydative n’est observable qu’en présence de glutamine. Avec l’induction

d’UCP2 par la glutamine (Hurtaud et al., 2007 ; article 4), nos résultats suggèrent

qu’UCP2 est un senseur de la glutamine, permettant à la cellule de s’adapter au

changement d’environnement, c’est-à-dire à un nouveau substrat énergétique. Malgré ce

défaut, les cellules Ucp2-KO ou les souris Ucp2-KO ne souffrent pas de troubles

« apparents », ni de défaut de synthèse d’ATP (Fig. 11 de l’article 4). L’absence

d’UCP2 ne provoque qu’un subtil déficit de cette voie (glutaminolyse), qui est mineure

dans le métabolisme cellulaire total. C’est pourquoi, les conséquences biologiques sont

lentes à se révéler, nécessitant 3 heures pour observer une légère accumulation

d’aspartate et même 16 heures pour la glutamine.
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2.3/ Signalisation par les ROS ou par le métabolisme ?

Comment concilier l’impact d’UCP2 sur le métabolisme et son rôle sur les ROS

mitochondriaux ? L’activation des macrophages, comme de toutes les cellules

immunitaires, s’accompagne de nombreuses modifications au niveau de la transcription

comme de la traduction. En général, seules les protéines effectrices de la fonction

immunitaire sont mentionnées ou étudiées (cytokines, iNOS, NADPH oxydase, …).

Cependant, le métabolisme cellulaire connaît également de profonds remaniements.

2.3.1/ Théorie métabolique de la signalisation par les ROS

En l’absence de stimulation, les besoins énergétiques des macrophages

proviennent du glucose à 62% et de la glutamine à 38% (Newsholme et al., 1999) dont

une faible quantité de chacun est oxydée. Nous pouvons ainsi établir un rapport entre la

quantité de glutamine oxydée et la quantité de glucose oxydé (GlnO/GlcO).

L’activation par le LPS se traduit par une augmentation de l’utilisation cellulaire

du glucose (+50%) et de la glutamine. Cependant, seule l’oxydation du glucose est

augmentée (+20%), celle de la glutamine reste inchangée (Costa-Rosa et al., 1995),

donc le rapport GlnO/GlcO diminue. Le reste du glucose se transforme en lactate alors

que la glutamine donne du glutamate, de l’aspartate et du lactate (Newsholme et al.,

1999 ; Bustos et Sobrino, 1992). Ainsi, l’activité oxydative globale de la mitochondrie

progresse, résultant en une augmentation de la production de ROS mitochondriaux. En

parallèle, UCP2 est rapidemment diminuée (article 2). Puisqu’UCP2 favorise

l’oxydation de la glutamine (article 4), nous pouvons postuler qu’UCP2 contrôle ce

rapport GlnO/GlcO. Par conséquent, la diminution d’UCP2 conduit à une diminution du

rapport GlnO/GlcO.

Une fois activés au LPS, les macrophages Ucp2-KO et Ucp2-WT ont une

production de ROS mitochondriaux similaire, suggérant (1) une capacité d’oxydation

mitochondriale identique et (2) un rapport GlnO/GlcO proche. Nous savons que dans les

macrophages Ucp2-KO non stimulés, l’oxydation de la glutamine est inférieure à celle

des Ucp2-WT (article 4). Par conséquent, le rapport GlnO/GlcO des macrophages

Ucp2-KO au repos est diminué. L’oxydation du glucose est inconnue mais nos données

sur le métabolisme indiquent fortement qu’elle est modifiée. La production de ROS

mitochondriaux plus forte des macrophages Ucp2-KO suggère que ces cellules ont une

oxydation du glucose augmentée.



Figure  34 : Théorie métabolique de la signalisation par les ROS.

(A) Un macrophage au repos consomme de la glutamine et du glucose. Une certaine part des ces
substrats sont oxydés. UCP2 participe au choix du substrat à oxyder. Elle contrôle la part de
glutamine à oxyder par rapport à la quantité de glucose à oxyder. En sa présence, une oxydation
supérieure de glutamine est favorisée.
(B) La stimulation des macrophages se traduit par une signalisation responsable de modulations
transcriptionelles (voie 1) et de modifications métaboliques (voie 2). L’entrée et l’utilisation du
glucose et de la glutamine sont augmentées. Dans le même temps, la diminution d’UCP2 limite
la part de glutamine oxydée par rapport au glucose, l’oxydation du glucose est ainsi favorisée.
L’augmentation de l’oxydation du glucose augmente la production de ROS mitochondriaux. Le
superoxyde se dismute en H2O2 et traverse les membranes mitochondriales pour influer sur la
signalisation cellulaire, il s’agit de la signalisation par les ROS (article 2).

B

A
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UCP2 participe certainement à la régulation du rapport GlnO/GlcO, c’est-à-dire

qu’UCP2 contrôle la part de glutamine à oxyder par rapport à la quantité de glucose à

oxyder.

L’activation des macrophages se traduit par une signalisation MAPK/NF-kB,

responsable de modulations transcriptionelles (voie 1) et de modifications métaboliques

(voie 2). Ainsi, la diminution précoce d’UCP2, après une stimulation par le LPS, est

nécessaire pour modifer le métabolisme des macrophages, ce qui conduit à une

augmentation de la production de ROS mitochondriaux. L’anion superoxyde produit par

la chaîne se dismute en H2O2 et traverse les membranes mitochondriales pour influer sur

la signalisation cellulaire. Il s’agit de la signalisation par les ROS mitochondriaux en

réponse au LPS, consécutif à la diminution d’UCP2 (Fig. 8A de l’article 2). Le

métabolisme et la signalisation cellulaire sont ainsi liés (Fig. 34).

2.3.2/ Quelques précisions

Cette théorie concilie bien les observations sur le métabolisme et l’activation des

macrophages. Le métabolisme cellulaire et la signalisation vont de paire. La

modification de la production de ROS n’est dans ce cas qu’une conséquence d’un

changement métabolique. La fonction d’UCP2 n’est donc pas d’être un frein ou un

régulateur de la production de ROS. Néanmoins, son activité de transport n’est pas

encore déterminée.

Bien évidemment, le changement complet du métabolisme cellulaire n’est pas

instantané, c’est un processus long qui requiert la mise en place de divers paramètres

comme la transcription de gènes, la synthèse ou la dégradation de protéines. Cependant

certaines étapes sont rapides. Ainsi, la phosphorylation ou la déphosphorylation

contribue à modifier certaines activités enzymatiques (comme pour la pyruvate kinase

dans le foie) et nous proposons ici que la diminution rapide d’UCP2 participe à ce shunt

métabolique dans les macrophages. Par ailleurs, l’IFN-g n’accroit pas la consommation

de glucose des macrophages (Costa-Rosa et al., 1995 ; Sato et al., 1995), contrairement

au LPS (Costa-Rosa et al., 1995 ; Newsholme et al., 1999). UCP2 étant impliquée dans

l’oxydation du glucose, son expression n’est ainsi pas influencée par une pré-activation

des macrophages avec l’IFN-g (cf Fig. 27).

Il est important de noter que la différence d’élimination du toxoplasme est

observée dans du PBS+glucose. Ainsi, une différence d’oxydation du glucose est

fortement envisageable. Par ailleurs, nos résultats sur la signalisation et la production de



Figure 35 : Les modèles de lutte contre les ROS par UCP2.

(A) La chaîne respiratoire produit des ROS.

(B) UCP2 découple la respiration de la synthèse d’ATP en permettant le retour des protons dans
la matrice. Cette activité découplante peut être activée par les ROS ou les lipides peroxydés.
Ainsi, UCP2 diminue la production de ROS. (Skulachev 1998;  Brand et al. 2005).

(C) Les ROS induisent des dommages dans les lipides de la face matricielle de la membrane
interne. UCP2 exporte les lipides peroxydés pour détoxifier la membrane interne de ces acides
gras endommagés. Dans ce cas UCP2 ne limite pas la production des ROS mitochondriaux mais
combat leurs conséquences. (Goglia et al. 2003;  Brand et al. 2005).

A
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NO ont été obtenus dans du milieu RPMI complet. Dans ces conditions expérimentales,

il n’y a aucune différence de respiration, d’acides aminés, de NADH ni de production

de lactate. L’effet d’UCP2 est vraisemblablement masqué par les multiples voies

biochimiques fonctionnant en parallèle dans la cellule dans un milieu fournissant

plusieurs substrats énergétiques. Le métabolisme est un flux continu de métabolites

provenant de diverses voies convergentes. Malheureusement, à ce jour, il n’existe pas

de système suffisamment sensible permettant l’étude du métabolisme dans sa globalité

et la détection de tous les intermédiaires à un instant donné.

Il serait intéressant de mesurer dans le futur l’oxydation du glucose ± glutamine

mais également de déterminer le pourcentage de lactate formé à partir du glucose et de

la glutamine. Ceci permettrait de clarifier le rôle d’UCP2 sur le métabolisme du

glucose.

2.4/ La production de ROS mitochondriaux et l’activité découplante

La fonction découplante d’UCP1 est indiscutable. A cause de l’homologie de

séquence avec UCP2 et des premières expériences de surexpression d’UCP2 (Fleury et

al., 1997), les études se sont trop souvent focalisées sur UCP2 en tant que vraie protéine

découplante (chapitre I.2.2.4.1/).

2.4.1/ Les théories découplantes et la production de ROS

Deux modèles tentent d’expliquer le contrôle des ROS mitochondriaux par une

activité découplante (Fig. 35). L’une consiste en un découplage modéré de la respiration

mitochondriale. L’argument est qu’un découplage modéré permet d’accélérer la vitesse

de la chaîne respiratoire, ce qui diminue la durée de vie des intermédiaires radicalaires

en son sein. Par conséquent, la production de ROS est diminuée (Fig. 35B ; Skulachev

1998). La seconde propose qu’UCP2 exporte à travers la membrane interne des acides

gras peroxydés, de la matrice vers l’espace intermembranaire. Si l’acide gras peroxydé

de l’espace intermembranaire y est protoné et qu’il retourne dans la matrice, cela

constitue un transport de proton  (Fig. 35C ; Goglia et Skulachev, 2003). Dans ce cas,

l’activité découplante s’intègre dans un phénomène de détoxification de la membrane

interne et pas à la diminution de la production de ROS.
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2.4.2/ Les arguments opposables

Un découplage partiel de la respiration par UCP2 pourrait expliquer les

différences de ROS mitochondriaux (Skulachev, 1998). Cette hypothèse semble être à

première vue en adéquation avec le mécanisme d’action d’UCP2 sur la signalisation

(Fig. 8 de l’article 2). Néanmoins, cette activité n’est pas physiologiquement pertinente.

En effet, en état 4, lorsque la synthèse d’ATP par la mitochondrie est absente, la

production de ROS est favorisée puisque la durée de vie des intermédiaires de la chaîne

respiratoire augmente. Ainsi, un retour de protons vers la matrice, via une protéine

découplante, accélère la chaîne et permet de diminuer la production de ROS.

Malheureusement, il est souvent occulté que l’influence d’un découplage sur la

production de ROS ne peut avoir lieu qu’en état 4, où il n’y a pas de synthèse d’ATP.

Or, dans des conditions cellulaires physiologiques, les mitochondries sont constamment

en état 3, c’est-à-dire que la chaîne respiratoire synthétise de l’ATP, elle fonctionne à

une vitesse donnée. Par conséquent, un découplage ne diminuera pas la production de

ROS mais diminuera la synthèse d’ATP. Une activité découplante d’UCP2 ne peut donc

pas expliquer les différences de production de ROS décrites (Arsenijevic et al., 2000 ;

Kizaki et al., 2002 ; article 1 et 2). Par ailleurs, ce modèle n’est pas compatible avec nos

données puisque nous n’avons pas observé d’activité découplante d’UCP2 dans les

macrophages (article 3). Auparavant, dans notre laboratoire, aucune activité

découplante n’avait été mis en évidence dans les mitochondries de rate ou de poumon

(Couplan et al., 2002).

L’hypothèse de l’export d’acides gras peroxydés n’est pas en accord avec nos

observations sur la signalisation. D’une part, nous n’avons pas détecté d’activité

découplante dans les macrophages. D’autre part, selon cette théorie, UCP2 participerait

à l’élimination de molécules endommagées et délétères pour l’activité mitochondriale.

Dans ce cas, la production même des ROS n’est pas affectée par UCP2. Or, l’influence

d’UCP2 sur la signalisation nécessite une production de H2O2 (article 2 ; Bai et al.,

2005).

2.5/ Les autres UCP et le métabolisme

2.5.1/ UCP1

La thermogenèse sans frisson dans le TAB, basée sur le découplage de la

respiration, est spécifique de certains mammifères. Ainsi, cette fonction est apparue

tardivement dans l’évolution. Cependant, UCP1, la protéine responsable de cette
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activité chez les mammifères est, quant à elle, très ancienne puisque nous avons pu la

retrouver chez les insectes, comme le moustique (Anopheles gambiae) et l’abeille (Apis

mellifera). Nous n’avons pas de données biochimiques pour argumenter sur une activité

découplante thermogénique. Elle semble néanmoins peu probable. D’autant plus que

cette UCP1-like est principalement exprimée dans le foie de la carpe (Cyprinos carpio)

où elle est fortement diminuée lors d’une exposition au froid (Jastroch et al., 2005). Ces

informations suggèrent qu’UCP1 n’a pas de fonction thermogénique chez la carpe.

Certes, UCP1 découple la respiration, le mécanisme exact n’est cependant pas

encore élucidé. Deux écoles s’opposent, un transport net de proton et le cycle de l’acide

gras protoné (Garlid et al. 1998). Dans ce second modèle, l’acide gras protoné diffuse

librement à travers la membrane interne et le proton est libéré dans la matrice

mitochondriale. Puis, UCP1 transloque la forme anionique à travers la membrane. Nous

pouvons donc supposer que l’activité de l’UCP1 originelle concernait le métabolisme

lipidique (un simple transport d’acide gras) qui a par la suite évolué vers le cycle de

l’acide gras protoné.

2.5.2/ UCP3

Les discussions sur UCP3 rencontrent les mêmes difficultés que celles sur UCP2

quant à sa fonction découplante. Outre le découplage, UCP3 a été impliquée dans

l’oxydation des lipides (Schrauwen et al., 2006) ou dans le maintien d’un équilibre entre

la production d’ATP par la voie aérobie et la voie anaérobie (Mozo et al. 2006). Trois

théories majeures concernent sa fonction biochimique. UCP3 exporterait les acides gras

non-métabolisables hors de la mitochondrie (Schrauwen et al., 2006), expulserait les

acides gras peroxydés (Goglia et Skulachev, 2003 ; Brand et Esteves, 2005), ou

exporterait le pyruvate (Mozo et al., 2006).

2.5.3/ avUCP

Les oiseaux sont la seule classe des vertébrés à ne posséder qu’une seule UCP,

avUCP. Les analyses phylogénomiques montrent qu’avUCP est plus proche d’UCP3

que d’UCP2 (article 5). Il semble qu’UCP1 et UCP2 aient été perdues au cours de

l’évolution des oiseaux. Cependant, avUCP semble pouvoir cumuler plusieurs des

fonctions des UCP. En effet, elle est exprimée dans le muscle, comme UCP3, où une

fonction découplante UCP1-like lui est attribuée (Talbot et al., 2004). Son rôle dans le

muscle concerne aussi le contrôle du métabolisme lipidique, comme UCP3 (Collin et
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al., 2003). De plus, elle est induite au cours du jeûne (comme UCP3) ou d’une

exposition au froid, comme UCP1 (Talbot et al., 2004 ; Collin et al., 2003 ; Raimbault

et al., 2001).

Comme UCP2 et UCP3, avUCP est impliquée dans le contrôle de la production

de ROS mais en l’absence d’une activité découplante (Criscuolo et al., 2005). La

présence d’avUCP dans la moelle osseuse, la rate et les lymphocytes du poulet (comme

UCP2) suggère un rôle similaire à UCP2 dans les cellules immunitaires aviaires.  Ainsi,

une implication d’avUCP dans le métabolisme glucidique et de la glutamine est à

envisager.

AvUCP semble posséder plusieurs fonctions ou plutôt, qu’au cours de

l’évolution, les fonctions et l’expression des trois UCP de mammifères se soient

retrouver en avUCP.

3/ Aspects in vivo et interprétations

3.1/ UCP2 et le système immunitaire

Nous avons donc vu que la signalisation par les ROS affecte l’activation et

l’activité de macrophages in vitro. Quelles sont les conséquences sur l’organisme entier ?

3.1.1/ La distribution cellulaire

Dans le système immunitaire, l’expression d’UCP2 n’est pas exclusive aux

macrophages et nous l’avons détectée dans les lymphocytes T et B, mais également

dans les neutrophiles et les cellules dendritiques (Fig. 6 de l’article 1). Il est ainsi

naturellement envisageable que les résultats obtenus sur la modulation des voies de

signalisation dans les macrophages puissent se retrouver dans ces autres types

cellulaires. En effet, des TLR sont présents à la surface des polynucléaires, des cellules

dendritiques mais aussi des lymphocytes. La signalisation par les ROS est importante

dans l’activation de chacune de ces cellules (Asehoune et al., 2004 ; Williams et Kwon,

2004). Enfin, l’activation des lymphocytes via la stimulation de leur TCR ou de leur

BCR est dépendante des voies MAPK et des ROS (Williams et Kwon, 2004).
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3.1.2/ Les cytokines

Le modèle L. monocytogenes a permis de mettre en évidence in vivo une

implication d’UCP2 dans le déroulement de la réponse immunitaire avec une différence

de production de cytokines et de recrutement cellulaire (Fig. 3A-B de l’article 1).

Quatre jours après injection de L. monocytogenes, un recrutement accru de

monocytes/macrophages et de neutrophiles est observé dans les rates de souris Ucp2-

KO comparé à celles des souris sauvages. L’augmentation de la production de MCP-1

dans les souris Ucp2-KO favorise certainement le recrutement des neutrophiles et des

macrophages. Cependant, il ne faut pas oublier la meilleure capacité de migration in

vitro des macrophages Ucp2-KO en réponse à MCP-1. De plus, la surexpression

d’UCP2 diminue la capacité de migration des monocytes (Ryu et al., 2004). Ainsi, nul

doute qu’en réponse à L. monocytogenes, les deux phénomènes agissent en synergie.

Dans le cadre du diabète de type 1 et le modèle MLDS, nous avons observé, au sein des

îlots de souris Ucp2-KO, un recrutement plus important de macrophages que dans les

îlots de souris sauvages pour un degré d’infiltration lymphocytaire équivalent. Cette

fois, l’absence de différence de production de MCP-1 laisse penser que le phénotype est

attribuable à la capacité même de migration des macrophages Ucp2-KO. Néanmoins,

l’implication d’autres cytokines n’est pas exclue.

Dans le modèle listeria, nous avons également mis en évidence une production

supérieure d’IL-1b, d’IL-6 et d’IFN-g dans les souris Ucp2-KO. Cette élévation de la

concentration de ces trois cytokines et de TNF-a est également observée dans les rates

de souris Ucp2-KO après une injection de LPS (Bai et al., 2005). De plus, dans le

modèle murin de l’athérosclérose (EAE), les lymphocytes T CD4+ des souris Ucp2-KO

présentent une augmentation de production de TNF-a et d’IL-2 (Vogler et al., 2006).

L’influence d’UCP2 sur la production de cytokines est également confirmée dans des

souris surexprimant UCP2, où la production d’IL-4 et d’IL-6 est plus faible et retardée

par rapport aux souris sauvages après une injection de LPS (Horvath et al., 2003). Il en

est de même dans le diabète de type 1 où la concentration d’IL-1b dans le sérum et le

pancréas est 3 à 5 fois supérieure dans les souris Ucp2-KO que les sauvages, favorisant

vraisemblement la mobilisation leukocytaire.
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3.1.3/ La réponse adaptative et auto-immunité

L’absence d’UCP2 n’influence pas l’élimination de L. monocytogenes par les

macrophages, contrairement au toxoplasme. D’autre part, avec le T. gondii et l’EAE,

l’apparition des phénotypes est longue, une vingtaine de jours après l’injection du

parasite ou du peptide de la myéline (Arsenijevic et al., 2000 ; Vogler et al., 2006). Or,

l’élimination par l’organisme de L. monocytogenes est très rapide, inférieure à sept

jours. Ainsi, cet avantage technique est probablement responsable du discret phénotype

de survie.

Dans le modèle murin de la sclérose en plaque (EAE), l’apparition de signes

cliniques est retardée de deux jours chez les souris Ucp2-KO (Vogler et al., 2006). Dans

le modèle listeria, une différence de survie n’est observée qu’à jour 4 où le recrutement

de monocytes/macrophages/neutrophiles est maintenu dans les souris Ucp2-KO. Par

conséquent, il est envisageable que la réponse innée dans les souris Ucp2-KO soit

tellement forte que la mise en place correcte de la réponse adaptative soit décalée.

Cependant dans l’EAE, la réponse lymphocytaire est supérieure chez les souris Ucp2-

KO avec une prolifération clonale des lymphocytes T augmentée, une production accrue

de cytokines pro-inflammatoires et d’immunoglobulines respectivement par les

lymphocytes CD4+ et B (Vogler et al., 2006). Ainsi, le rôle d’UCP2 n’est pas restreint

aux cellules de l’immunité innée.

Dans le diabète de type 1, dix jours après injection de STZ, aucune souris n’est

encore diabétique quel que soit le génotype. Pourtant, l’infiltration lymphocytaire des

îlots est déjà plus sévère chez les souris Ucp2-KO. Cette observation est accentuée au

fur et à mesure de la progression de la maladie, montrant l’importance d’UCP2 dans la

réponse adaptative. A l’inverse, dans l’athérosclérose, malgré le développement de

plaques plus larges et plus instables chez les souris Ucp2-KO, le recrutement des

lymphocytes est similaire à celui des souris Ucp2-WT (Blanc et al., 2003).

Par contre, dans ces deux modèles, le nombre de macrophages recrutés est

beaucoup plus élevé chez les souris Ucp2-KO. Dans le diabète, les macrophages sont

les premières cellules recrutées dans les ilôts (Hanenberg et al., 1989) et leur rôle est

primordial dans les souris NOD comme dans le modèle MLDS (chapitre III.3.2/). Dans

le diabète de type 1, l’arrivée précoce et massive de macrophages hyperactifs,

produisant fortement de l’IL-1b et du NO, participe à une inflammation importante dans
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les pancréas des souris Ucp2-KO. Ceci résulte en un environnement délétère au sein des

îlots, dès J10. Cette action locale des macrophages programme directement la mort des

cellules b mais aussi le recrutement des lymphocytes.

Dans le modèle EAE et MLDS, UCP2 est exprimée dans les cellules du système

immmunitaire et les cellules cibles (neurones, cellules b). Aussi, pour définir la part de

chaque type cellulaire dans les phénotypes il serait intéressant d’utiliser des souris

Ucp2-KO conditionnelles ou tissu-spécifiques. Ceci permettrait de séparer clairement la

part des macrophages et celle des lymphocytes dans les modèles EAE et MLDS. Tout

du moins, des expériences de transplantation de moelle permettraient de trancher entre

un rôle entièrement immunitaire ou tissulaire d’UCP2. Enfin, comme UCP2 diminue en

réponse au LPS dans les macrophages, des études clefs pourraient être menées sur des

souris où l’expression d’UCP2 dans les macrophages serait maintenue au cours du

temps. Ainsi, la vitesse d’activation et l’activité même de ces macrophages seraient

diminuées. Dans le cadre du diabète de type 1, où l’activité des macrophages est

primordiale pour son déclenchement, si ces souris ont un recrutement de macrophages

diminués et un diabète ralenti, cela confirmerait l’importance des macrophages dans le

phénotype des souris Ucp2-KO traitées à la STZ.

Les souris NOD constituent le modèle animal de référence pour l’étude du

diabète de type 1. Ainsi, l’étude de souris NOD Ucp2-KO permettrait de voir si

l’absence d’UCP2 aggrave les phénotypes de la souris NOD. L’incidence ou la vitesse

de développement du diabète pourrait ainsi être accrue. D’autre part, les souris NOD

développent une auto-réactivité d’autres tissus comme la thyroïde ou le système

nerveux central. Il se peut qu’un déficit en UCP2 puisse également affecter ces

paramètres. En effet, une expression faible d’UCP2 chez des patients diabétiques de

type 1 est associée à une plus forte prévalence d’une neuropathie diabétique (Rudofsky

et al., 2006). L’inconvénient des souris NOD est que ce sont des animaux congéniques,

croisés et sélectionnés pour leur hyper-glycémie. Par conséquent, il est possible que

« l’enrichissement » génique nécessaire au développement du diabète chez la souris

NOD masque un rôle d’UCP2. Il serait intéressant de déterminer le niveau d’UCP2 chez

les souris NOD. Celui-ci est peut être naturellement plus faible que chez les souris

C57BL/6J.



Figure 36 : Modèle en deux étapes de la régulation d’UCP2 dans le modèle LPS.

(Alves-Guerra et al., J. Biol. Chem., 2003)

Le LPS induit l’expression d’UCP2 dans les cellules imunitaires et augmente l’expression de la
iNOS et de la production de cytokines conduisant au choc septique. En réponse à ce stress
oxydatif, tous les organes et aussi les cellules immunitaires stimulent l’expression d’UCP2 pour
prévenir un excès de radicaux libres. La dexamethasone et la NAC, qui inhibent l’induction
d’UCP2 par le LPS, diminuent la production de cytokines et le stress oxydatif.
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3.2/ Théorie anti-oxydante

Une idée largement répandue est la participation d’UCP2 dans la lutte contre le

stress oxydatif en cas d’infection et d’inflammation, conduisant notamment au modèle

présenté dans la figure 36 (Alves-Guerra et al., 2003). Dans une première phase, la

diminution d’UCP2 dans les cellules immunitaires est accompagnée d’une production

de ROS et de cytokines. Dans une seconde phase tardive, UCP2 est induite dans les

cellules immunitaires et tissulaires pour lutter contre le stress oxydatif généré par le

système immunitaire (Alves-Guerra et al., 2003).

Les résultats obtenus au cours de ma thèse sont en contradiction avec un rôle

anti-oxydant de la protéine UCP2. Un certain nombre de points peuvent être soulevés

concernant : (1) les ROS du stress oxydatif, (2) l’induction d’UCP2, (3) l’utilisation des

molécules anti-inflammatoires et (4) les applications de cette théorie.

3.2.1/ Les ROS du stress oxydatif

En cas d’infection/inflammation, le stress oxydatif est causé par les fortes

libérations de ROS par les neutrophiles et les macrophages. Ces quantités sont telles

qu'elles détériorent les cellules de l'organisme, entraînant des dysfonctions et la mort

cellulaire. D’un autre côté, la mitochondrie est certes une source de ROS mais comparée

aux quantités dégagées par la NADPH oxydase, son activité est négligeable. Sachant

qu’UCP2 bloque la production mitochondriale de ROS (Fig. 2 de l’article 2 ; Bai et al.,

2005), une question se pose. Quel est l’intérêt pour la cellule de réguler la faible

production de ROS mitochondriaux, c’est-à-dire endogènes, lorsque le stress qu’elle

subit provient des ROS exogènes ? (Fig. 37).

3.2.2/ L’induction d’UCP2

Nous avons montré que la diminution d’UCP2 fait partie du processus

d’activation des macrophages (Fig. 8A de l’article 2), ce qui est donc en accord avec la

première phase du modèle. Cependant, la deuxième phase est sujette à controverse.

3.2.2.1/ In vitro

In vitro, aucune induction de la protéine UCP2 n’a jamais été obtenue ni par le

LPS, ni avec des donneurs de ROS ou de NO ni par des molécules induisant la

production de ROS cellulaire (paraquat, vanadate) et ce quelque soit le type cellulaire,



Figure 37 : Le stress oxydatif et la théorie anti-oxydante.

(A) Des macrophages résident dans un tissu (par exemple, le poumon). Chaque cellule
possède un certain nombre de mitochondries qui produisent des ROS en continue.

(B) Une injection de LPS stimule les macrophages qui produisent du NO et des ROS,
agressant les cellules du tissu.

(C) La théorie anti-oxydante (Alves-Guerra et al., 2003) propose que la protéine anti-
oxydante UCP2 serait induite dans les mitochondries des tissus afin de limiter la faible
production de ROS mitochondriaux et ainsi préserver les cellules des dommages
oxydatifs. A quoi sert de limiter la faible production de ROS mitochondriaux face aux
quantités gigantesques de ROS et de NO produites par les macrophages ?

A

B

C
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(macrophages, cellules du colon, du poumon, du foie). De plus, le traitement des

macrophages au LPS ± IFN-g induit une baisse précoce d’UCP2 et aucune ré-induction

n’est observée même après 72 heures de traitement. Les cytokines, IL-1b et TNF-a

induisent également une diminution d’UCP2, mais dans aucun cas une augmentation.

Un traitement à l’IL-10 de macrophages stimulés au LPS ne permet pas non plus de

réinduire UCP2. Ainsi, UCP2 ne semble pas être directement inductible par les ROS, le

NO ou des cytokines, quel que soit le type cellulaire.

Dans ce cas, comment concilier l’augmentation d’UCP2 in vivo dans le poumon

et la rate après injection de LPS (Alves-Guerra et al., 2003) en l’absence d’induction in

vitro ?

3.2.2.2/ In vivo

Les études de transplantation de moelle osseuse ont montré que l’augmentation

du signal UCP2 après LPS dans le poumon provient en grande partie des cellules

immunitaires (Alves-Guerra et al., 2003). L’interprétation a été une induction dans les

cellules immunitaires pour lutter contre les ROS de l’inflammation (Alves-Guerra et al.,

2003). Cependant, les organes ne sont pas des systèmes figés. Dans cette analyse, le

recrutement des macrophages et des polynucléaires en réponse au LPS n’a pas été pris

en compte. Cette infiltration augmente la part de cellules immunitaires dans l’organe

(poumon). C’est l’infiltration qui apportent donc le signal de « l’induction », sans qu’il

y ait une induction dans chacune des cellules immunitaires. C’est exactement le

phénomène qui se produit dans le foie de souris ayant reçu un régime riche en graisse.

Les hépatocytes n’expriment pas la protéine UCP2 et aucun signal UCP2 n’est observé

dans des mitochondries de foie de souris normale (Alves-Guerra et., 2006). Après un

régime riche en graisse, un signal UCP2 est détecté dans les mitochondries de foie mais

il provient uniquement des cellules immunaires infiltrées (Alves-Guerra et., 2006). Il

faut ainsi être prudent quant aux conclusions tirées des variations tissulaires du signal

UCP2 avant d’avoir déterminé la nature des cellules impliquées. En effet, l’expression

de cd11b (un marqueur des macrophages, entre autre) augmente dans le poumon après

une injection de LPS mais personne ne concluera que l’induction de cd11b permet de

lutter contre un stress oxydatif. Ainsi, regarder l’augmentation d’UCP2 dans le poumon

n’est pas informatif sur un rôle anti-oxydant d’UCP2 et ne reflète que l’infiltration des

cellules immunitaires, comme tout autre marqueur de cellules du système immunitaire

inné.
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Il est également intéressant de mentionner les résultats obtenus dans la rate après

injection de L. monocytogenes. Nous avons montré que l’expression d’UCP2 varie au

cours du temps (cf Fig. 24) après infection mais n’est pas corrélée avec les productions

des cytokines mesurées (IFN-g, IL-1b, IL-6, MCP-1 ; cf Fig. 25). Ces variations

d’UCP2 s’expliquent par l’infiltration des macrophages/neutrophiles (Fig. 3A-B de

l’article 1) mais aussi par la mise en place de la réponse adaptative, c’est-à-dire une

modification des types lymphocytaires en présence. De même, l’immunisation des

souris avec le peptide de la myéline induit des modifications d’expression d’UCP2

(Vogler et al., 2006). En ce qui concerne le LPS, il a été montré que l’injection de LPS

induit un remaniement des populations lymphocytaires dans la rate (Groeneveld et al.,

1983 ; Norimatsu et al., 1995). Ainsi, « l’induction » après LPS dans la rate est

certainement une conséquence d’un remaniement cellulaire au sein de l’organe.

Les interprétations sur organe entier sont difficiles d’une part à cause de

l’infiltration immunitaire et des remaniements cellulaires et d’autre part à cause de

l’expression d’UCP2 dans les cellules immunitaires et les cellules de certains tissus. Il

serait nécessaire de pouvoir détecter le signal UCP2 à l’intérieur de chaque cellule par

cytométrie, par exemple. Cependant, l’absence d’anticorps spécifiques rend cette

approche impossible pour l’instant.

3.2.3/ Les molécules anti-inflammatoires

Des études ont été réalisées dans le laboratoire en utilisant des molécules anti-

inflammatoires (la dexaméthasone et la N-acétyl-cystéine) pour argumenter en faveur

d’une induction d’UCP2 en réponse à un stress oxydatif. L’injection de dexaméthasone

ou de la NAC après LPS, prévient l’induction d’UCP2 dans le poumon et la rate (Alves-

Guerra et al., 2003). L’interprétation proposée est un blocage par la dexaméthasone de

la voie de signalisation responsable de l’induction d’UCP2 tandis que la NAC, un anti-

oxydant, empêche directement la traduction d’UCP2, allant dans le sens d’un rôle anti-

oxydant d’UCP2. Cependant, il serait plus logique d’interpréter ces expériences comme

un blocage de l’activation des macrophages alvéolaires résidents. En effet la

dexaméthasone est un anti-inflammatoire tandis que la NAC inhibe la signalisation

intracellulaire, comme nous l’avons vu dans le chapitre sur les ROS et la signalisation

(chapitre II.5.3/),. Ce blocage de l’activation des cellules immunitaires diminue les

capacités de production de NO, l’intensité de l’explosion oxydative mais aussi la

production de cytokines. Ainsi, les macrophages alvéolaires sont inhibés. Or, leur rôle
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crucial a clairement été établi dans le recrutement de neutrophiles et de

monocytes/macrophages en réponse au LPS (Maus et al., 2002). Par conséquent, le

recrutement de neutrophiles et macrophages est supprimé ou du moins fortement reduit.

Cette action inhibitrice sur le recrutement cellulaire a aussi été montrée pour la NAC

comme pour la dexaméthasone (Rocksen et al., 2000). Ainsi, ces expériences ne

montrent pas une induction d’UCP2 pour lutter contre le stress oxydatif. Ces données

démontrent seulement que lorsque l’activation du système immunitaire est bloquée, le

signal UCP2 dans l’organe n’augmente pas. En prenant également en compte

l’impossibilité d’induire UCP2 in vitro quelque soit le type cellulaire ou le traitement

(LPS, ROS, NO ou cytokines), UCP2 n’est pas induite en réponse à un stress

oxydant/inflammatoire.

Pour approfondir l’étude de l’induction d’UCP2 dans les cellules épithéliales en

réponse au ROS, il faudrait, par exemple, regarder l’effet du LPS sur UCP2 dans des

souris surexprimant la superoxyde dismutase ou la catalase spécifiquement dans les

cellules epithéliales du poumon ou d’autres tissus.  Il serait ainsi possible de voir si une

lutte anti-oxydante accrue prévient réellement l’induction d’UCP2.

3.2.4/ Applications de la théorie anti-oxydante

A ce jour, les seuls arguments en faveur d’un rôle anti-oxydant sont des études

associant une expression d’UCP2 à des situations de stress oxydant (Pecqueur et al.

2001 ; Alves-Guerra et al., 2003 ; Blanc et al., 2003). Le plus souvent, il s’agit

seulement de modifications de l’ARNm (Segersvard et al., 2005 ; Clavel et al., 2003 ;

Diano et al., 2003) alors qu’un contrôle traductionnel est clairement établi (Pecqueur et

al., 2001 ; Hurtaud et al., 2006). Néanmoins, aucune relation de cause à effet n’a pour

l’instant jamais été clairement établie. En effet, la seule observation d’une augmentation

d’expression n’est pas une preuve en soi d’un rôle protecteur d’UCP2. De plus, les

effets protecteurs rapportés dans le cerveau concernent des études de surexpression

imputant un rôle découplant à UCP2, responsable d’une neuroprotection (Conti et al.,

2005 ; Mattiasson et al., 2003 ; Andrews et al., 2002). Cependant, cela ne démontre pas

qu’une expression endogène d’UCP2 ait une fonction anti-oxydante.

Un autre argument en défaveur d’un rôle anti-oxydant d’UCP2 vient de l’étude

des souris KO pour la MnSOD. La délétion de la MnSOD, principale enzyme en charge

de la défense contre les ROS mitochondriaux, provoque la mort des souris dans les 10

premiers jours de la vie (Li et al., 1995) avec des défauts de fonctionnement de la
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chaîne respiratoire (complexes I et II), une inactivation de 70 à 90% de l’aconitase

mitochondriale, une accumulation de dommages oxydatifs de l’ADN (Li et al., 1995 ;

Melov et al., 1999). Cependant, une telle altération n’a jamais été rapportée pour les

souris Ucp2-KO, réfutant clairement une implication majeure d’UCP2 dans la lutte anti-

oxydante. Par ailleurs, l’absence d’UCP2 chez les souris UCP2-KO n’affecte ni leur

survie ni leur comportement après une injection de LPS (Pecqueur et al., 2001 ; Bai et

al., 2005), ce qui est assez surprenant si l’induction d’UCP2 permettait une lutte active

contre les dommages oxydatifs au cours de l’inflammation. Enfin la surexpression de la

MnSOD diminue fortement les taux de ROS mitochondriaux mais ne modifie pas

l’activité des UCP (Silva et al., 2005), une diminution de leur expression aurait été

légitimement attendue.

 En conclusion, une fonction ou une propriété anti-oxydante d’une molécule

réside dans sa capacité à éliminer les ROS ou des molécules oxydées. Ainsi, les

vitamines C et E sont des molécules anti-oxydantes. D’autre part, la superoxyde

dismutase, la catalase ou la glutathion peroxydase sont des enzymes anti-oxydantes.

UCP2 n’entre dans aucune de ces deux catégories puisqu’elle freine la production de

ROS mitochondriaux (article 2 ; Bai et al., 2005), elle n’élimine pas les ROS produits.

UCP2 ne semble donc pas avoir de rôle anti-oxydant. Néanmoins, la question

suivante subsiste, pourquoi l’injection de LPS induit-elle une augmentation d’UCP2 in

vivo dans les cellules (non immunitaires) du poumon et de l’intestin ? Nous tenterons de

répondre à cette question dans le paragraphe suivant.

3.3/ Le LPS et le métabolisme en réponse à l’agression

L’injection de LPS constitue une agression pour l’organisme. La réponse à

l’aggression n’est pas qu’une simple production de ROS, de NO ou de cytokines, c’est

une réponse métabolique. C’est une multitude de modifications immunologiques,

neuronales et endocriniennes qui ont des conséquences métaboliques et nutritionnelles.

Le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines est profondément

perturbé. L’insulinémie, ainsi que la glycémie, augmentent à cause d’une résistance

périphérique à l’insuline et de l’élévation des taux de glucagon, de cortisol et des

cathécholamines. Ces changements sont aussi accompagnés de l’augmentation des taux

de triglycérides et d’un hyper-catabolisme protéique, favorisant notamment la néo-



Discussion

98

glucogenèse. Les taux de glutamine circulant et urinaire sont diminués, synonyme d’une

forte consommation de cet acide aminé au cours de la réponse à l’agression. Par

ailleurs, la captation de glucose est augmentée dans les cellules immunitaires et le

cerveau alors qu’elle est diminuée par les tissus périphériques comme le muscle et le

tissu adipeux.

Au vu de nos résultats sur le métabolisme et la réponse immunitaire, nous

pouvons aisément envisager que l’induction d’UCP2 dans les cellules de l’intestin et du

poumon (Pecqueur et al., 2001 ; Alves-Guerra et al., 2003) est en fait une adaptation du

métabolisme de ces cellules à leur nouvel environnement. Au cours de la réponse à

l’agression, les besoins en glutamine sont très importants dans les entérocytes, les

cellules immunitaires comme pour les tissus lésés. Ainsi, les cellules immunitaires ont

besoin de glutamine pour leur activité qui ne nécessite pas une glutaminolyse oxydative,

comme nous l’avons vu avec la diminution d’UCP2 dans les macrophages. A l’inverse,

les autres cellules (entérocytes, pneumocytes) se servent de la glutamine à la place du

glucose. Dans ce cas, UCP2 serait induit pour favoriser l’oxydation de la glutamine. Par

conséquent, l’induction tissulaire d’UCP2 est plus en rapport avec une adaptation

métabolique qu’une hypothétique lutte contre le stress oxydatif. L’injection de LPS aux

souris Ucp2-KO et Ucp2-WT et le dosage au cours du temps des différents métabolites

dans le sang pourrait apporter des réponses quant au rôle métabolique d’UCP2 dans la

réponse à l’agression. En effet, ceci permettrait de comparer une réponse métabolique

normale nécessitant l’induction d’UCP2 dans divers tissus (souris Ucp2-WT), à celle

des souris déficientes en Ucp2, incapables d’induire UCP2 en réponse à l’agression.

3.4/ Les îlots de Langerhans et l’insuline

3.4.1/ La sécrétion d’insuline

Nous n’avons pas observé de différence dans le rapport ATP/ADP entre les

macrophages Ucp2-WT et Ucp2-KO avant comme après stimulation au LPS. De plus,

les macrophages Ucp2-WT ont un statut redox plus réduit que les macrophages Ucp2-

KO (Fig. 12 de l’article 4). Ces deux points s’opposent à un rôle découplant d’UCP2 et

réfutent ainsi l’hypothèse du contrôle de la sécrétion d’insuline par un découplage de la

respiration via UCP2 (Zhang et al., 2001). Néanmoins, les ROS, plus particulièrement

l’H2O2, est un sécrétagogue (Pi et al., 2007). Ainsi, la sécrétion plus importante

d’insuline par les cellules b-pancréatiques Ucp2-KO peut concerner la signalisation par
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les ROS, comme c’était le cas avec les MAPK dans les macrophages.

Dans notre laboratoire, les souris Ucp2-KO et Ucp2-WT sur un fond génétique

pur C57BL/6J ne présentent pas de différence de glycémie, contrairement au groupe de

Lowell (Zhang et al., 2001). Ce groupe élève les souris sur un fond génétique différent,

129 « white-bellied agouti ». Les différences concernant la glycémie peuvent soit

provenir du fond génétique et donc être indépendant d’UCP2, soit l’activité d’UCP2 est

dépendante du fond génétique en ce qui concerne la glycémie. Le fond génétique s’est

auparavant révélé crucial pour les souris Ucp1-KO. En effet, sur le fond 129S3Sv/ImJ,

plus de 80% des souris Ucp1-KO survivent à une exposition au froid contre seulement

30% sur le fond C57BL/6J (Ukropec et al., 2006).

Néanmoins, une influence d’UCP2 sur la sécrétion d’insuline en réponse au

glucose n’est obtenue que dans des études où UCP2 est sur-exprimée à des niveaux

élevés (Chan et al., 1999 et 2001), responsables d’artefacts et de résultats non

spécifiques bien décrits pour les UCP (Harper et al, 2002 ; Brand et Esteves 2005). Un

autre argument est qu’une sur-expression plus modérée ne modifie pas la sécrétion

d’insuline par les îlots, ni la glycémie des souris (Produit-Zengaffinen et al., 2007).

D’autre part, l’utilisation de siRNA dirigés contre UCP2 n’a pas d’influence sur la

sécrétion d’insuline en réponse au glucose dans les cellules INS-1 (Bordone et al.,

2006). De plus, il existe une grande hétérogénéité dans l’effet de la surexpression

d’UCP2 sur les îlots selon les publications, diminuant ou pas le niveau basal d’insuline

(Chan et al., 1999 et 2001 ; Joseph et al., 2002 et 2004). Enfin, les îlots de souris Ucp2-

KO ont le même contenu en insuline que les îlots de souris sauvages (Zhang et al.,

2001).

En fait, seules des données corrélatives entre la sécrétion d’insuline et le niveau

d’UCP2 étayent l’hypothèse de l’implication d’UCP2 dans la sécrétion d’insuline.  La

démonstration définitive d’un rôle physiologique lié à l’insuline nécessiterait

l’observation d’une diminution rapide d’UCP2 dans les cellules b (ou les îlots) en

réponse au glucose pour permettre la sécrétion d’insuline, comme cela se produit dans

les macrophages après une stimulation par le LPS. Or, cela n’a jamais été décrit.

En conclusion, entre les fonds génétiques, la nourriture et les artefacts de

surexpression, le mystère plane quant à une réelle implication physiologique d’UCP2

sur la sécrétion d’insuline. Néanmoins, si tel était le cas, l’hypothèse d’une altération du

métabolisme énergétique, responsable d’une production de ROS favorisant la sécrétion

d’insuline en l’absence d’UCP2, est à prendre en compte.
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3.4.2/ Les macrophages et les îlots de Langerhans

La présence du gène Ucp2 dans une région chromosomique associée à l’hyper-

insulinémie et l’obésité (Fleury et al., 1997) a entrainé la réalisation d’un certain

nombre d’études sur la modulation d’UCP2 dans des ilôts à la suite de divers

traitements ou régime alimentaire infligés aux souris.

Ainsi, après un régime riche en lipide, UCP2 est augmenté dans les îlots de rats

(Chan et al., 2001). Il en est de même dans les îlots de rats Goto-Kakizaki (GK), un

modèle spontané pour l’étude du diabète de type 2 (Briaud et al., 2002). De même, dans

les îlots de rats Zucker fa/fa non diabétiques et de rats Wistar, l’expression d’UCP2 est

augmentée par 5 jours de perfusion de glucose alors que des temps plus courts de 8

heures à 2 jours n’ont aucun effet (Kassis et al., 2000). Enfin, l’expression d’UCP2 dans

les îlots de rats Zucker fa/fa diabétiques est supérieure à celle des îlots de rats Zucker

non diabétiques (Kassis et al., 2000). Dans ces cas, la modulation d’UCP2 dans les îlots

est toujours attribuée à une augmentation d’expression dans les cellules b. Cependant la

présence de macrophages dans les îlots de Langerhans est malheureusement oubliée et

leur importance souvent occultée. En effet, chez les rats GK, le nombre de macrophages

et de neutrophiles augmente fortement dans les îlots avec l’évolution de la maladie

(Homo-Delarche et al., 2006). Ainsi, le signal UCP2 dans les îlots ne peut pas être

seulement restreint à une induction dans les cellules b. Comme pour le poumon après un

traitement au LPS, il peut s’agir d’un recrutement de macrophages. Enfin, l’expression

d’UCP2 dans les cellules à glucagon et à somatostatine n’ayant jamais été étudiée, leur

implication ne peut être réfutée.

Tandis que le diabète de type 1 est défini comme une maladie inflammatoire

chronique, le rôle de l’inflammation est de plus en plus étudiée dans le diabète de type 2

(Dandona et al., 2004 ; Wellen et Hotamisligl, 2005). Avec les données sur l’infiltration

des cellules de l’immunité innée dans les îlots de rats diabétiques (Homo-Delarche et

al., 2006) et nos résultats sur le rôle d’UCP2 dans les macrophages au cours du diabète

de type 1, UCP2 ne constituerait-il pas un lien entre le diabète de type 1 et de type 2 ?

Il est intéressant de noter que l’absence d’UCP2 favorise le développement du

diabète auto-immun, elle est donc délétère pour l’organisme. A l’inverse, dans le

diabète de type 2, comme le montre les études sur les souris ob/ob Ucp2-KO, l’absence

d’UCP2 permet une meilleure sécrétion d’insuline (Zhang et al., 2001). Le
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polymorphisme –866G/A du promoteur d’Ucp2 module l’expression d’UCP2. Les

personnes porteuses de l’allèle G ont une expression d’UCP2 diminuée comparés aux

porteurs de l’allèle A. Les études de génétique humaine ont ainsi associé l’allèle A à

une risque accru de développer un diabète de type 2 ou des complications liées

(D’Adamo et al., 2004 ; Gable et al., 2006 ; Sasahara et al., 2004 ; Yamasaki et a.,

2006). A l’inverse, les porteurs de l’allèle G ont un risque accru de développer une

neuropathie associée au diabète de type 1 (article 3, Rudofsky 2 et al., 2006).

4/ Conclusions et perspectives

Dans cette thèse, nous nous sommes intéressés à différents domaines de la

biologie pour comprendre la fonction d’UCP2. Les études métaboliques dans les

macrophages ont montré que la modulation d’UCP2 participe au changement de

substrat énergétique, contrôlant l’oxydation de la glutamine et du glucose. Au niveau

cellulaire, la diminution d’UCP2 après stimulation favorise la production de ROS

mitochondriaux, potentialisant l’activation des MAPK et donc l’activité des

macrophages et des cellules immunitaires. Si l’on s’intéresse à l’organisme entier, la

conséquence est que le système immunitaire des souris Ucp2-KO est plus réactif. Cet

avantage lors d’infections (toxoplasme, listeria) se révèle être délétère dans certaines

maladies inflammatoires ou auto-immunes.

Les intéractions protéiques au sein de la membrane mitochondriale interne sont

complexes. Chaque complexe de la chaîne respiratoire est composée de multiples sous-

unités (45 pour le complexe  I, par exemple). Aussi, la recherche de partenaire d’UCP2

semble être une piste intéressante. En effet, les transporteurs mitochondriaux

fonctionnent en oligomère. Il est possible qu’en fonction du tissu (macrophage ou

cellule b), un partenaire différent lui soit associé, responsable d’une activité différente et

propre à la cellule. La courte demi-vie d’UCP2 et sa faible abondance dans la

membrane interne laisse penser qu’elle n’est requise que pour une action fine pendant

une durée précise.

Dans certaines conditions particulières, UCP2 semble capable de découpler la

respiration de la synthèse d’ATP, mais là n’est pas sa fonction principale. L’activité de

transport d’UCP2 reste pour l’instant inconnue. La découverte de celle-ci nécessiterait
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une évolution technologique permettant sa reconstitution dans un état fonctionnel dans

des liposomes pour déterminer les molécules transportées.

De nos résultats, il apparait clairement que le métabolisme et la réponse

immunitaire sont liés. Nous avons montré que le déficit en une protéine du

métabolisme, UCP2, a des répercutions sur le développement de la réponse immune. A

ce jour, de nombreuses déficiences du métabolisme mitochondrial ont été associées à

des pathologies humaines non-immunitaires. Certaines pathologies immunitaires sont

dues à des mutations dans des gènes codant des cytokines ou leurs récepteurs, ou

d’autres protéines affectant la signalisation cellulaire. Par conséquent, les capacités

d’activation ou de différenciation des cellules sont affectées. Le métabolisme des

cellules immunitaires changent lors de leur activation, il est envisageable que des

défauts immunitaires soient consécutifs à des problèmes métaboliques apparaissant lors

de l’activation de certaines cellules immunitaires dont le métabolisme est particulier,

comme c’est le cas avec UCP2. Par conséquent, la compréhension du métabolisme des

cellules immunitaires paraît importante pour l’élaboration de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

Enfin, quelques mots sur la génétique du diabète. Ucp2 ne se situe pas dans une

région de susceptibilité au diabète de type 1 répertoriée chez l’homme ou chez la souris.

Cependant, le polymorphisme –866G/A influence la survenue d’une neuropathie

associée au diabète chez les patients diabètiques, l’allèle G favorisant la maladie

(Rudofsky 2 et al., 2006). Cet allèle G est associée à une plus faible expression d’UCP2

dans les cellules immunitaires que l’allèle A. Enfin, il a été associé à une susceptibilité

accrue de développer une sclérose en plaque (Vogler et al., 2005). Il est ainsi légitime

de penser que l’étude cas/témoin de ce polymorphisme dans le cadre du diabète de type

1 peut se révéler fructueux. Ainsi, Ucp2 peut-il représenter une troisième région

d’intérêt s’ajoutant aux IDDM1 et IDDM2 ?
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amplement. Si tu n’avais pas été là, personne n’aurait pu lire ces lignes.

Tobias, ton aide et nos discussions ont été précieuses. Bientôt, tu seras le group leader
aux multiples Nature et tu n’auras plus à errer de labo en labo. D’ici là, bon courage. Je
regrette que cette complicité ne s’est pas développée plus rapidement.

Flora Zavala, pour votre temps et vos conseils.

Fred, pour tes conseils, les discussions sur la fin ainsi que ton avis sur les articles et la
thèse.

Ségolène, bonne chance pour la suite.

Claire, pour tes conseils et ta relecture du BJ.

Brigitte, Chantal, Corinne, Jean-Louis, Sandrine, ainsi que tous les étudiants que j’ai pu
croiser.
Et bien entendu, Patricia et Rose-Marie.

Je remercie également tous les membres de ma famille et tout particulièrement Melis
(pas seulement pour les îlots), pour votre présence et votre soutien lors des moments de
désillusions.




