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OMS: Organisation mondiale de la santé

OPD: ortho-phenylenediamine dichloride

PAI-1: Plasminogen activator inhibitor-1
PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns
PCSKO: Proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9
PI3K : Phosphatidylinositide 3-kinase

PKB: Protein kinase B

PRR: Pattern-Recognition Receptor

PYD: Pyrin effector domain
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TNF: Tumor necrosis factor

TNFR: Tumour necrosis factor receptor

Trx-1: Thioredoxin-1

TXNIP: Thioredoxin Interacting Protein
VATPase: Vacuolar-type H+ -ATPase

VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule-1
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WT: Wild type

p. 25



Liste des figures

p. 26



Figure 1. Structure schématique des inflammasomes NLRP1, NLRC4 et AIM2............ccco...... - 40 -
Figure 2. Activation des inflammasomes NLRP1, NLRC4 et AIM2.........ccccevvviviveneinnnen, -42 -
Figure 3. Structure schématique et oligomérisation de I’inflammasome NLRP3 ..................... -43 -

Figure 4. Effet de la structure de I’inflammasome NLRP3 sur la fonction des domaines PYD- 44 -

Figure 5. Mécanismes d’activation de I’inflammasome NLRP3...........c.ccccoiiiiiniiniinininn -48 -
Figure 6. Quelques mutations associées au gene qui code pour la protéine NIrp3.................... -50 -
Figure 7. Structure de la paroi artérielle SAINE............ccouvrireiieiieee s -55 -
Figure 8. Processus cellulaires et développement de 1’athérosclérose ..........c.ccoevrvevenereennn -57 -
Figure 9. Développement de la plaque d’athérome avec 1’age (81) ......covvveiiiiiinicniicicie -59 -
Figure 10. Activation de I’inflammasome NLRP3 au cours de 1’athérosclérose ...................... -61-
Figure 11. Activation de I’inflammasome NLRP3 au cours du diabéte de type 2 ..........cco..e. - 66 -
Figure 12. Artemisia glabella...........cooov i -72 -
Figure 13. Représentation schématique des conditions de traitement des macrophages péritonéaux
................................................................................................................................................... -75 -
Figure 14. Principe du test de viabilité cellulaire de la lactate déshydrogénase........................ -77 -
Figure 15. Remplacement du géne ApoE de souris par le géne ApoE; humain........................ -81-
Figure 16. Génération de la lignée NLRP3™ ...........ccccoviiiiieiesceeeee e -82 -
Figure 17. A. Molécule d’Arglabine. B. Fonction y-butyrolactone.............ccccooevvniniiiiiinnnne -93-
Figure 18. Effet de la molécule d’ Arglabine sur 1’expression des cytokines pro-inflammatoires
par les macrophages péritonéaux de souris C57BI/6...........cccoiiiiiiiiiiniie s - 96 -
Figure 19. L’ Arglabine réduit I’expression de I’IL-1p et de la caspase-1 au niveau des
macrophages péritonéaux de SOUriS C57BI/G ..........ccoceiieiiiiieeeee s -98 -
Figure 20. Spécificité des cristaux de cholestérol pour I’inflammasome NLRP3................... -100 -

Figure 21. Spécificité de I’ Arglabine pour I’inflammasome NLRP3 au niveau des macrophages
PEritonéaux des SOUFS CHTBI/B...........ccoiiiiiieeec e -101 -

Figure 22. Spécificité de 1’ Arglabine pour I’inflammasome NLRP3 stimulé par ’ATP......... -102 -

Figure 23. L’ Arglabine induit 1’autophagie au niveau des macrophages péritonéaux de souris
CBTBI/G ..ottt ettt et et et e bR a e re e et e re et nreareeae s -104 -

Figure 24. Effet de I’ Arglabine sur la concentration plasmatique de I’IL-1p, du TNF-a et de I’IL-
10 chez des SOUriS APOE2.Ki ....ciiiiiiiiicc et -105 -

p. 27


../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611574
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611575
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611576
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611577
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611578
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611579
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611580
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611581
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611582
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611583
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611584
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611585
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611586
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611586
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611587
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611588
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611589
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611590
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611591
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611591
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611592
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611592
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611593
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611594
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611594
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611595
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611596
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611596
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611597
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611597

Figure 25. Effet de I’ Arglabine sur les concentrations plasmatiques de cholestérol total et des

triglycérides chez les souris ApoE2.Ki et APOE2. KiI/NLRP3™ .......ccccceeevereeeeeeeeeeeeeen, -106 -
Figure 26. Effet de I’ Arglabine sur I’oxydation des LDL chez les souris ApoEz.Ki et les souris
APOE L KI/INLRP3™ ..ot - 109 -
Figure 27. Effet de I’ Arglabine sur le phénotype des monocytes au niveau de la rate de souris
AAPOE DKL 1.ttt b bbbttt -110 -
Figure 28. Effet de I’ Arglabine sur le phénotype des macrophages des plaques d’athérome de
LU Y 0 T0] S USSR -111-
Figure 29. Effet de I’ Arglabine sur le développement des plaques d’athérome..................... -113 -

Figure 30. Effet de I’ Arglabine sur I’expression de I’IL-1p au niveau des ilots de Langerhans de
souris ApPOE2.Ki et APOE2. KI/NLRP3  .........coiiieieieisiiicese st - 115 -

Figure 31. Effet de I’ Arglabine sur la glycémie et I’insulinémie chez des souris ApoE2.Ki et
APOE 2. KI/NLRP3T ...t - 116 -

Figure 32. L’ Arglabine inhibe I’apoptose des cellules B-pancréatiques chez des souris ApoE;.Ki. -
117 -

Figure 33. L’ Arglabine réduit la susceptibilité des cellules INS-1 a ’apoptose...........ccc...... -119 -
Figure 34. Effet de I’ Arglabine sur I’expression de I’IL-1p au niveau des cellules INS-1.....- 120 -

Figure 35. Effet de la molécule d’Arglabine sur le processus de maturation de la pro-IL-1p au

NIVeaU AS CEITUIES INS-1 . ..o -121 -
Figure 36. L’ Arglabine augmente la susceptibilité des cellules INS-1 a I’autopahagie.......... -122 -
Figure 37. Le traitement des cellules INS-1 par le 3-Methyladénine en présence de 1’ Arglabine
réduit leur susceptibilité & I’apOPLOSE .......cviviiiiiee e -123 -
Figure 38. Le traitement des cellules INS-1 par la rapamycine en présence de 1’ Arglabine
augmente leur susceptibilité & I'apOPLOSE.........eiveriiiiiieiiiieie e -123 -
Figure 39. Structure chimique de la molécule de Parthénolide (201) ........cccceovverierienininnns -123 -
Figure 40. Structure chimique de la molécule de Glyburide (206) ........ccccovvvvvvreierniieeeene. -123 -

p. 28


../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611598
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611598
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611599
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611599
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611600
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611600
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611601
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611601
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611602
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611603
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611603
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611604
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611604
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611605
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611606
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611607
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611608
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611608
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611609
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611610
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611610
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611611
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611611
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611612
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611613

Liste des tableaux

p. 29



Tableau I. Complications associées a I’ath€roSClerose. .....ccuvuviiiiiiiiiiiiiiie e -53-

Tableau 1. Anticorps utilisés et facteurs de dilution............ccccceiiiieii i -79-
Tableau I11. Séquences des amorces utilisées pour le génotypage des SOUriS ..........ccceevrveuennne. -83-
Tableau IV. Programme de PCR classique utilisé pour le génotypage de souris.............c........ -83 -
Tableau V. Propriétés physico-chimiques de la molécule d’Arglabine ..........c.ccocoveriviiviinnnnnne -94 -
Tableau VI. Effet de I’ Arglabine sur les différentes fractions des lipoprotéines .................... -107 -

p. 30


../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611837
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611841
../../../These%20finale%20le%2019-07-2015/dossier%20rapporteurs/correction%20définitive/Correction%20définitive/Manuscript%20ABDERRAZAK%20Amna%2028082015%20copie%201.doc#_Toc428611842

Résumé

p.31



’inflammasome NLRP3, un complexe protéique pro-inflammatoire, joue un

role essentiel dans le processus pathologique de 1’athérosclérose et du diabete
de type 2 (DT2). Il est responsable de la maturation de la pro-IL-1p et de la
pro-I1L-18 respectivement en IL-1p et IL-18 biologiquement actives. L’objectif de cette
étude consiste a identifier et caractériser un inhibiteur spécifique de 1’inflammasome
NLRP3 qui pourrait contribuer a limiter I’évolution des plaques d’athérome et
I’installation du DT2. Au cours de cette thése, nous avons isolé 1’ Arglabine d’une plante,
Artemisia glabella, connue pour ses vertus anti-tumorales. L’effet de 1’Arglabine a été
étudié au niveau des macrophages et des cellules B-pancréatiques, et chez des souris
ApoE2.Ki et ApoE2.Ki/NLRP3” placées sous régime High Fat Diet (HFD). Les résultats
in vitro montrent que 1’Arglabine réduit, d’une fagon dose-dépendante, I’activité de
I’inflammasome NLRP3 et inhibe 1’expression des protéines NIrp3, IL-1B et caspase-1.
Elle induit I’autophagie en augmentant significativement I’expression de la LC3-I1 au
niveau des macrophages murins en culture. L’injection intra-péritonéale de deux doses
journalieres d’Arglabine (2.5 ng/g de m.c.) a des souris ApoE2.Ki placées sous régime
HFD, normalise le profil lipidique et réduit I’oxydation des LDL au niveau du plasma des
souris. Elle réduit le nombre des monocytes pro-inflammatoires (Ly-6C"9") et augmente
le nombre des monocytes anti-inflammatoires (Ly-6C'°"). Au niveau des Iésions
artérielles, 1’Arglabine oriente les macrophages présents vers un phénotype anti-
inflammatoire M2. L’ensemble de ces résultats montre un role athéroprotecteur de
I’ Arglabine : elle réduit la surface des lésions artérielles au niveau du sinus aortique ainsi
qu’au niveau de la totalité de 1’aorte des souris ApoE.Ki placées sous régime athérogéne.
De plus, le traitement par 1’Arglabine normalise le profil glycémique et insulinémique
des souris ApoE2.Ki. Elle reduit également I’activité de la caspase 3 au niveau des ilots
de Langerhans et augmente de maniere dose-dépendante 1’expression de la protéine Bcl-2
au niveau des cellules B-pancréatiques. Par ailleurs, nous avons montré une augmentation
de I’expression de protéines impliquées dans 1’autophagie telles que la Becline 1 et la
LC3-II sous I’effet de 1’Arglabine. Ainsi, 1I’Arglabine réduit non seulement 1’activité de

I’inflammasome NLRP3 mais améliore aussi la survie des cellules B-pancréatiques.
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L’Arglabine constitue donc une molécule trés prometteuse dans le traitement des

maladies cardiovasculaires et le DT2.
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he NLRP3 inflammasome activity is abnormally elevated in many human

inflammatory diseases, including cardiovascular and metabolic diseases such

as atherosclerosis and type 2 diabetes mellitus (T2DM) respectively.
Therefore, there is considerable interest in the identification of effective therapeutics that
selectively inhibit the NLRP3 inflammasome pathway. In this study, we have identified
Arglabin as a potential small molecule inhibitor that targets the NLRP3 inflammasome
activity in cell culture and in an animal model, the ApoE..Ki mice fed a high-fat
Western-type diet (HFD). Arglabin, a plant sesquiterpene lactone, has been used
extensively as an herbal remedy that proved effective in treating cancer of the liver, lungs
and breast at early stages. Arglabin inhibited, in a concentration-dependent manner, IL-1p
and 1L-18 production in lipopolysaccharide and cholesterol crystal-activated cultured
mouse peritoneal macrophages. In addition, Arglabin activated autophagy as evidenced
by the increase in LC3-Il protein. Intraperitoneal injection of Arglabin (2.5 ng/g body
weight twice daily for 13 weeks) into female ApoE2.Ki mice fed a HFD resulted in a
decreased IL-1B plasma level and reduced plasma levels of total cholesterol and
triglycerides. Treatment of ApoE>.Ki mice fed a HFD with Arglabin significantly
reduced the plasma concentration of anti-oxLDL antibodies. Moreover, Arglabin oriented
the proinflammatory M1 macrophages into the anti-inflammatory M2 phenotype in
spleen and arterial lesions. Consequently, a marked reduction in atherosclerotic lesions
was observed in the median areas in the sinus and whole aorta. In comparison to vehicle-
treated mice, Arglabin reduced plasma levels of glucose and insulin.
Immunohistochemical analysis revealed the presence of active caspase 3 in Langerhans
islets of ApoE2 Ki mice fed a HFD that was significantly inhibited by Arglabin treatment.
Moreover, Arglabin reduced susceptibility to apoptosis in cultured INS-1 cells by
increasing concentration-dependently Bcl-2 levels, which led to concomitantly decreased
Bax/Bcl-2 ratio. In cultured INS-1 cells, Arglabin increased the expression of the
autophagic markers Becline 1 and LC3-1I in a concentration-dependent manner.
Consequently, our results indicate survival-promoting properties of the Arglabin
molecule in pancreatic B-cells.
In conclusion, our findings demonstrate that Arglabin may represent a promising new

drug to treat atherosclerosis and T2DM.
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AVANT-PROPOS

e risque cardiovasculaire regroupe I’ensemble de tous les facteurs de risque qui

sont associés au développement des maladies cardiovasculaires tels que

I’obésité, 1’hypertension artérielle, le diabéte de type 2 (DT2) et la
dyslipidémie. D’autres facteurs comme le mode de vie, les facteurs environnementaux et
les facteurs génétiques (1) sont impliqués dans le processus pathologique des maladies
cardiovasculaires. Le stress oxydant, cause par les especes réactives oxygénées (ROS) est
I’acteur initiateur de ce processus pathologique (2). Il existe de nombreuses protéines
capables de genérer les ROS, mais la NADPH oxydase (NADPH oxidase (NOX)-derived
ROS) est la source intracellulaire majeure au niveau vasculaire (3). Les ROS sont
impliquées dans de nombreux processus physiologiques tels que 1’angiogenése, la
régulation de la croissance, la différenciation et la migration cellulaires (4). Néanmoins,
la production excessive des ROS est responsable de plusieurs dommages cellulaires qui
affectent les composés vitaux des cellules comme les lipides, les protéines, I’ADN ainsi
que les membranes cellulaires, ce qui contribue a la mort des cellules par nécrose ou par
apoptose (5). Ainsi, le stress oxydant participe a I’installation de nombreuses pathologies
telles que 1’athérosclérose et le DT2 (6). L’inflammation est étroitement corrélée a des
désordres métaboliques et vasculaires, ce qui augmente le risque de la survenue de la
maladie coronarienne, d’accident cérébro-vasculaire et d'insuffisance cardiaque. De
nombreuses études épidémiologiques chez 1’homme suggeérent que les interleukines pro-
inflammatoires de la famille IL-1 jouent un réle primordial dans le développement des
maladies cardiovasculaires en général et dans 1’athérosclérose et le DT2 en particulier.
Les deux membres les plus étudiés de cette famille sont I’'IL-1p (interleukin-/p) et I’IL-
18 (interleukin-18). Ces deux cytokines sont exprimées par différents types cellulaires
tels que les macrophages, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLV), les cellules dendritiques, les cellules B-pancréatiques des Tlots de
Langerhans (7, 8). Contrairement aux autres cytokines pro-inflammatoires, I’IL-1p (17

kDa) et I’IL-18 (18 kDa) sont synthétisees sous forme de précurseurs inactifs, pro-IL-1p
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(31 kDa) et pro-1L-18 (24 kDa). Ces deux précurseurs cytosoliques sont activés au cours
de la réaction inflammatoire suite a un clivage protéolytique de leurs pro-domaines. Cette
activation se fait essentiellement par 1’intermédiaire d’un systéme décrit en 2002 par

I’équipe du Professeur Tschopp : I’inflammasome (9).

Historiquement, c’est I’inflammasome NLRP1 qui fut découvert en premier. Cependant,
il s’avere aujourd’hui que c’est le systetme de I’inflammasome NLRP3 qui est au centre
de la majorité des études. Néanmoins, le role et les mécanismes d’activation de ce
systéme durant la formation des plaques d’athérome et I’installation du DT2 demeurent

ambigus.
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L’ INFLAMMASOME NLRP3

I. L INFLAMMASOME
La formation de la pro-1L-1p et de la pro-1L-18 est déclenchée au niveau des récepteurs

PRR (Pattern-Recognition Receptors) exprimeés par les cellules de I'immunité innée (7,
8). Ces récepteurs ciblent les molécules PAMP (Pathogen-Associated Molecular
Patterns) exprimées au niveau des microorganismes (10). L’activation des PRR par les
PAMP est associée a une réponse inflammatoire qui induit I’activation des cytokines et
I’expression des chémokines. Les PRR sont subdivisés en quatre classes, parmi lesquelles
on peut citer la classe des récepteurs NLR (nucleotide-binding-oligomerization-domain-
(NOD-) like receptors) (11).

Les récepteurs NLR sont des récepteurs cytosoliques impliqués dans la reconnaissance
des composants bactériens anormalement présents dans le cytoplasme des cellules (12).
IIs sont aussi capables de reconnaitre des signaux et des composants non bactériens par
I’assemblage de I’inflammasome (9). Il s’agit d’un complexe multi protéique constitué¢ de
trois protéines différentes: un récepteur NLR (dont le type dépend de ’activateur qui a
déclenché la réaction inflammatoire), la protéine adaptatrice ASC (Apoptosis-associated
Speck-like protein containing a Caspase-recruitment domain) la pro-caspase-1 et/ou la
pro-caspase-5 (9). L’assemblage de I’inflammasome, induit suite a son activation, est
associé a un auto-clivage des pro-caspases. Les caspases-1 et -5 ainsi générées induisent a
leur tour [D’activation protéolytique de la pro-IL-1p et de la pro-IL-18. Vingt
inflammasomes ont ¢été décrits chez 1’homme, parmi lesquels on peut citer
I’inflammasome AIM2 (absent in melanoma 2), NLRP1 (NACHT, LRR and PYD
domains-containing protein 1), NLRC4 (NLR family CARD domain-containing protein 4)
et NLRP3 (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3). Ces inflammasomes

présentent des points communs et des différences.
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1. AIM2
AIM2 appartient a la famille des PYHIN (pyrin and HIN200 domain-containing protein

family). Il est constitué d’un domaine C-terminal HIN200 (hematopoietic interferon-
inducible nuclear antigens with 200 amino acid repeats) et d’un domaine N-terminal, la
protéine Pyrine, contenant le domaine PYD (pyrin effector domain) (13). Comme il est
dépourvu d’un domaine NBD (nucleotide-binding domain), AIM2 interagit directement
avec I'ADN double brin via son domaine HIN200, ce qui peut induire le recrutement
d’ASC (14). L’oligomérisation d’AIM2 en heptamere contribue a 1’activation des
cytokines IL-1B et IL-18 et a la production d’interféron-p (19). AIM2 joue un role
important dans les réponses auto-immunes a I’ADN double brin (DS-DNA),
caractéristique du lupus systémique érythémateux et des maladies qui lui sont associées
(14, 15) (Figure 1).
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Figure 1. Structure schématique des inflammasomes NLRP1, NLRC4 et AIM2
Ces inflammasomes sont constitués principalement de trois domaines : un domaine
CARD et/ou PYD, un domaine NBD et un domaine LRR, a I’exception de
I’inflammasome AIM2 constitué¢ d’un domaine HIN200 et d’un domaine PYD. La
protéine adaptatrice ASC est constituée d’un domaine PYD et d’un domaine CARD.
Les caspases sont constituées d’un pro-domaine CARD et de deux sous-unités, p20 et
pl10. L’inflammasome, I’ASC et la pro-caspase-1 ou 5 interagissent par des liaisons
homéotypiques de type CARD-CARD et PYD-PYD.
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2. NLRP1
L’inflammasome NLRP1 (NLRP1b chez la souris) est constitué de trois domaines: un

domaine CARD (caspase recruitment domain), un domaine central NBD et un domaine
riche en Leucine, LRR (leucine-rich repeat domain) (16, 9, 14). Contrairement aux autres
inflammasomes, NLRP1 est le seul inflammasome qui présente avec le domaine CARD,
un domaine PYD et un domaine FIIND (function to find domain) qui lui permet
d’interagir avec une 2°™ protéase inflammatoire, la caspase-5 (Figure 1). Le domaine
LRR constitue un domaine de reconnaissance de ligands pour d’autres récepteurs comme
les récepteurs TLR (Toll Like Receptors). Il est impliqué dans la reconnaissance des
ligands microbiens. Le domaine central NBD joue un rbéle principal dans
I’oligomérisation et I’activation de I’inflammasome. Alors que les domaines CARD et
PYD sont impliqués dans les interactions avec les autres protéines constituant
I’inflammasome, notamment les caspases et ASC. Chez la souris, NLRP1 est activé par
la toxine létale (LeTx) du Bacillus anthracis (17). Chez 1’homme, il est activé par le
dipeptide muramyl (18). Le role d’ASC dans 1’oligomérisation de NLRP1 est
controversé. Comme il contient un domaine CARD, NLRP1 peut interagir avec ASC ou
directement avec la pro-caspase-1 (18) et la pro-caspase-5, ce qui induit 1’activation des
cytokines pro-inflammatoires (14). Par contre, le NLRP1 murin interagit avec la pro-
caspase-1 d’une maniére ASC-indépendante, jouant ainsi un réle important dans

I’apoptose et I’inflammation (19) (Figure 2).

3. NLRC4
L’inflammasome NLRC4 est constitué de trois domaines: un domaine CARD, un

domaine NBD et un domaine LRR (15, 9, 14) (Figure 1). L’oligomérisation de NLRC4
est induite en réponse a la flagelline bactérienne et aux systéemes de secrétion de type IlI
et IV des bactéries Gram-négatif comme la Salmonella typhimurium, Burkholderia
pseudomallei, etc (20, 21). Le récepteur NAIP5 (neuronal apoptosis inhibitory protein 5)
de la famille Nod-like receptor est indispensable & I’oligomérisation de I’inflammasome
NLRC4 et a I’activation de la pro-caspase-1 (22). En effet, ce récepteur s’associe a la
flagelline, ce qui induit la formation d’un complexe NAIP5-NLRC4 indispensable a

I’activation de la pro-IL-1p et la pro-IL-18. Par contre, le role d’ASC dans ce mécanisme
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d’activation demeure controversé (23, 24). Cet inflammasome est principalement

impliqueé dans la défense de la barriere intestinale (25) (Figure 2).

Anthrax Bacterial flagellin, dsDNA

toxin MDP Gram-negative
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Figure 2. Activation des inflammasomes NLRP1, NLRC4 et AIM2
Différents types de stimuli sont impliqués dans I’activation spécifique de plusieurs
inflammasomes comme NLRP1, NLRC4 et AIM2. Cette activation induit
I’oligomérisation des inflammasomes en heptamére, ce qui induit 1’activation des pro-
caspases par auto-clivage. Quand elles sont activées, les caspases activent la pro-IL-1p et
la pro-1L-18 respectivement en IL-1B et IL-18 biologiquement actives. Le réle de la
protéine adaptatrice ASC dans I’activation de ces inflammasomes est mal élucidé. L’IL-13
et 'IL-18 activées jouent un role essentiel dans I’installation de I’inflammation et le
développement de nombreuses pathologies (26).

Dix ans apres la découverte des inflammasomes, de nombreuses études se sont focalisées
sur le role quasi ubiquitaire de I’inflammasome NLRP3 dans les pathologies humaines a
composante inflammatoire. Une trés grande panoplie de stimuli a été mise en évidence.
Toutefois la compréhension de leurs mécanismes d’action, de la régulation de
I’inflammasome NLRP3 et ses liens avec les cellules de I’immunité innée sont loin d’étre

bien décrits.

p. 42



Il. L’INFLAMMASOME NLRP3

1. Expression, structure et oligomérisation
L’inflammasome NLRP3 est exprimé par différentes cellules telles que les cellules

immunitaires, en particulier les macrophages, les fibroblastes, les cellules épithéliales, les
cellules B-pancréatiques des ilots de Langerhans, etc (27, 28). L’inflammasome NLRP3
est constitué de 3 protéines, la protéine NIrp3, ASC et la pro-caspase-1. Le géne qui code
pour la NIrp3 a été identifié en 2001 par Hoffman et al. chez des patients présentant la
pathologie de I’urticaire familiale au froid (FCU) et le syndrome de Muckle-Wells
(MWS). Ce gene est localisé au niveau du chromosome 1g44. 1l est constitué de 9 exons
et il code pour une protéine de 1016 acides aminés (29). Une fois activé, I’inflammasome
NLRP3 s’oligomérise avec ASC via leurs domaines PYD. Ce complexe (NLRP3-ASC)
se lie a la pro-caspase-1 via le domaine CARD d’ASC formant ainsi un complexe multi-

protéique activé, I’inflammasome NLRP3 (30) (Figure 3).
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IL-1pB processing recruitment
and secretion

Figure 3. Structure schématique et oligomérisation de ’inflammasome NLRP3

Contrairement aux autres inflammasomes (NLRP1, NLRC4 et AIM2), ASC est
indispensable a 1’oligomérisation et a ’activation de I’inflammasome NLRP3 dont le

domaine PYD est le facteur clé (31).

Les mécanismes impliqués dans I’inhibition de I’interaction PYD-PYD en conditions
physiologiques (Figure 4A) ne sont pas encore élucidés. 1l a été démontré que plus de 90
mutations localisées au niveau du domaine NBD sont associées a une activation
constitutive de I’inflammasome NLRP3. Cette activation est induite en absence

d’activateurs spécifiques de I’inflammasome NLRP3 (31, 32) (Figure 4B). Par ailleurs, la
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délétion du domaine LRR induit I’oligomérisation NLRP3-ASC via les interactions PYD-
PYD (Figure 4C) (31). En effet, en conditions physiologiques, 1’activit¢ de
I’inflammasome NLRP3 est inhibée par la liaison du domaine LRR au domaine NBD
(14). La détection des activateurs spécifiques de I’inflammasome NLRP3 est associée a
une inhibition de [I’auto-répression exercée par le domaine LRR. Par conséquent,
I’adénosine triphosphate (ATP) se lie au domaine NBD caractérisé par une activité
ATPase, ce qui contribue a I’oligomérisation et a la formation du complexe NLRP3

responsable de I’activation des cytokines pro-inflammatoires (30).

B e B
ASC X ? ASC
B W PYD '
PYD NACHT/NBD LRR PYD * NACHT/NBD : LRR
c no actl\.latln.g cellular stimuli: no activating cellular stimuli,
ASC inactive NLRP3 but with disease mutations:
active NLRP3
oo O
PYD NACHT/NBD Lk <

no activating cellular stimuli,
but with LRR deleted:
active NLRP3

Figure 4. Effet de la structure de ’inflammasome NLRP3 sur la fonction des
domaines PYD

A. En conditions physiologiques, I’inflammasome NLRP3 est inactivé. Cette inactivation
résulte de D’inhibition de [I’interaction PYD-PYD du complexe ASC-NLRP3. Le
mécanisme responsable de cette inactivation est inconnu. B. Les mutations localisées au
niveau du gene qui code pour le domaine NBD, appelé aussi NACHT, sont associées a
une activation constitutive de I’inflammasome NLRP3, malgré 1’absence d’activateurs. C.
La délétion de Iextrémité C-terminale, LRR, démasque le domaine PYD de
I’inflammasome NRLP3, facilitant I’interaction PYD-PYD avec ASC.

a. Nlrp3
La protéine NIrp3 est constituée d’une protéine Pyrine, d’un domaine NBD et d’un motif

LRR, organisés de I’extrémité N vers I’extrémité C terminale. En conditions
physiologiques, le domaine PYD présente une conformation d’auto-agrégation. Il est
caractérisé par une structure tres conservée présentant des résidus hydrophobes et
chargés, indispensables a 1’oligomérisation des inflammasomes. La comparaison avec les
autres complexes montre que le domaine PYD de I’inflammasome NLRP3 se caractérise

par la présence de deux résidus cystéines, Cys-8 et Cys-108. En conditions
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physiologiques, ces deux réesidus exercent une auto-inhibition de I’interaction ASC-
inflammasome NLRP3 (Figure 4A). Les résidus Cys-8 et Cys-108 sont fortement
impliqués dans la régulation de I’activité de I’inflammasome NLRP3 par le potentiel
redox (33). Les ROS générées par la NADPH oxydase, suite a I’activation de
I’inflammasome NLRP3 (34), induisent un changement de conformation du domaine
PYD qui consiste en une formation d’un pont disulfure entre les résidus Cys-8 et Cys-108
indispensable a I’oligomérisation de I’inflammasome NLRP3 (33).

b. ASC
Grace a ses deux domaines CARD et PYD, ASC joue le role d’une molécule adaptatrice

dans I’inflammation (9) et dans la pyroptose (31). Cette protéine est impliquée dans
I’oligomérisation de plusieurs inflammasomes par le biais de son domaine PYD et dans le
recrutement de plusieurs caspases par le biais de son domaine CARD, induisant ainsi
I’activation des processus inflammatoires. Ces deux domaines sont reliés par 23 résidus
semi-flexibles qui leur conférent la facilité d’interagir avec leurs protéines partenaires
(32). ASC interagit avec d’autres complexes multi-protéiques impliqués dans I’auto-
clivage des caspases comme les pyroptosomes, ce qui induit la mort cellulaire par
pyroptose (35).
c. Lacaspase-1

La caspase-1 est une protéase a cystéine qui joue un role essentiel dans 1’inflammation,
I’apoptose et la nécrose. Elle est exprimée au niveau du cytosol sous forme d’un
zymogene inactif, la pro-caspase-1 (45 kDa), activé suite a un processus protéolytique.
La caspase-1 possede un site de clivage catalytique tres conserve, composé d'un résidu
cystéine (36). Ce résidu lui confére une spécificité stricte de clivage de ses substrats :
aprés un résidu d’acide aspartique. La caspase-1 est constituée d’un pro-domaine N-
terminal, d’une grande sous-unité, p20 et d’une petite sous-unité, p10. Son domaine
CARD possede une structure tres conservee, responsable de son auto-clivage. Les résidus
Asp-27 et Arg-45, présents au niveau de ce domaine, jouent un réle clé respectivement
dans I’interaction avec le domaine CARD d’ASC et dans 1’auto-oligomérisation de la

pro-caspase-1 (37).
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2. Activation de I’inflammasome NLRP3

L’inflammasome NLRP3 est un PRR important dans l'immunité innée qui, par
I’activation d’IL-1P et d’IL-18, participe a I’installation des réactions inflammatoires et a
I’élimination des signaux de danger (pathogénes, particules, ...). L’induction de
I’'immunité innée est associée a 1’expression d’autres molécules comme les molécules
d’adhésion, responsables du recrutement des cellules immunitaires et de I’induction des
réponses immunitaires adaptatives. Toutefois, I'activation inappropriée de NLRP3 peut
causer a I’organisme des dommages inflammatoires trés délétéres, d’ou I’importance de
la régulation de I’inflammasome NLRP3. Cette régulation commence au niveau de la

transcription, signal «1» étroitement associé a un signal «2».

a. Lesignal «1»
Le signal «1» consiste en une étape de “’priming’’. Cette étape correspond a une

activation des PRR, les TLRs ou les récepteurs de cytokines (TNFR [tumour necrosis
factor receptor] et IL-1R). Le signal «1» est associé a I’activation du facteur de
transcription NF«B (Nuclear factor kappa B), ce qui induit la transcription et la traduction
des formes inactives pro-1L-1p et pro-1L-18 ainsi que la transcription et la traduction des

trois protéines constituant I’inflammasome NLRP3 (38) (Figure 5).

b. Lesignal «2»
Le signal «2» consiste en une activation du complexe NLRP3 qui conduit a un

changement de conformation de la protéine NIrp3, facilitant son interaction avec ASC,
connecteur entre I’inflammasome NLRP3 et la procaspase-1. L’oligomérisation de cette
plateforme (NLRP3-ASC-pro-caspase-1) en heptamére induit ’activation de la pro-
caspase-1 par auto-clivage. Une fois activee, la caspase-1 active la pro-I1L-1p et la pro-IL-

18 en clivant leurs pro-domaines (9) (Figure 5).

3. Mécanismes d’activation de Pinflammasome NLRP3
Les activateurs de 1’inflammasome NLRP3 sont subdivisés en trois classes :

i) Activateurs endogénes tels que I’ATP (39), les cristaux de cholestérol (105), les

cristaux d'acide urique (40) et I'acide hyaluronique (41).
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i) Activateurs exogenes tels que le LPS (lipopolysaccharide) (42), les acides

nucléiques (43, 44, 45, 46) et le dipeptide muramyl (18).

iii) Activateurs environnementaux tels que la silice (47, 48), les nanoparticules (49) et

I'nydroxyde d'aluminium (50).

La diversité des activateurs de 1’inflammasome NLRP3, en termes de structure et de

nature physico-chimique, est a I’origine de la grande incompréhension des mécanismes

responsables de [D’activation de cet inflammasome. Face a leur nombre ¢levé,

I’inflammasome NLRP3 réagit plutdt indirectement a ces stimuli, via la reconnaissance

de signaux de stress cellulaires tels que les ROS, la baisse de la concentration

intracellulaire du potassium (K*) et I’influx des ions Ca?* et/ou via la déstabilisation

lysosomale.

La majorité des stimuli qui ciblent I’inflammasome NLRP3 induit la production
des ROS (51, 52, 53). L’inhibition de cette production réduit 1’expression de I’IL-
1B et de I’IL-18, d’ou I’importance des systémes anti-oxydants. Des études ont
démontré que I’inhibition de la production des mtROS (ROS d’origine
mitochondriale) ou I’inhibition de leur activité oxydative inhibe non seulement
I’expression des protéines de I’inflammasome NLRP3 mais aussi 1’activité de
I’inflammasome NLRP3. Ceci explique le role des mtROS en tant qu’activateurs

endogénes, dans I’induction du signal «1» et du signal «2» (54, 55, 56).

D’autres activateurs, comme les cristaux et les toxines porogenes, agissent sur
I’inflammasome NLRP3 en induisant un déséquilibre ionique dans les cellules, en
stimulant I’efflux des ions K* et I’influx des ions Ca?*. Il a été démontré que le
blocage de [D’efflux de potassium inhibe totalement [’activation de
I’inflammasome NLRP3 et la maturation de I’'IL-1f et de I’'IL-18 (57, 58) et que
la faible concentration intracellulaire en potassium (inférieure a 70 mM) semble
contribuer a 1’auto-activation de la caspase-1. L’ATP active le récepteur
purinergique P2X7 qui s’associe avec la pannexine-1 et induit I’ouverture des
canaux non-sélectifs permettant ’efflux des ions K* et I’entrée des PAMP,

responsables de I’activation de I’inflammasome NLRP3 (59, 60) (Figure 5).
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Figure 5. Mécanismes d’activation de I’inflammasome NLRP3
L’inflammasome NLRP3 peut étre activé par trois mécanismes différents: (1) la production de
ROS, (2) I’efflux des ions K*/I’influx des ions Ca?* et (3) la déstabilisation lysosomale. (1) Les
ROS présentent un activateur endogéne essentiel a I’activation de I’inflammasome NLRP3 induite
par de nombreux stimuli. (2) Cette activation peut étre associée a un influx des ions Ca?* a travers
les récepteurs TRPM2 et CASR. Ce dernier active 1’inflammasome NLRP3 a travers la
phospholipase C (PLC) qui catalyse la production de I’inositol-1, 4, 5-trisphosphate et induit la
libération des ions Ca?* du réticulum endoplasmique. L’ ATP active le récepteur P2X7 qui s’associe
avec la pannexine-1 et induit I’efflux des ions K*. (3) Certains stimuli sont phagocytés en formant
des phagosomes fusionnés avec des lysosomes. Les divers enzymes des phagolysosomes, en
particulier la cathépsine B, se déversent dans le cytoplasme, ce qui induit 1’oligomérisation de
I’inflammasome NLRP3 et le clivage de la pro-IL-1p et de la pro-IL-18 (61).

En outre, les stimuli de I’inflammasome NLRP3 induisent I’influx des ions Ca?* &
travers le récepteur TRPM2 (transient receptor potential cation channel,
subfamily M, member 2) et le récepteur CASR (calcium sensing receptor) (62,
63). Ainsi ’augmentation intracellulaire en Ca?* et la baisse en ions K* induisent

I’oligomérisation et 1’activation des cytokines pro-inflammatoires. Néanmoins, le
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mécanisme responsable de cette activation demeure non élucidé. Par ailleurs, la
production des ROS est étroitement associée a ’efflux des ions K*; toutefois,
d’autres études seront nécessaires pour mieux étudier 1’interaction entre ceS deux

mécanismes d’action (64).

- Certains cristaux (tels que les cristaux de cholestérol) et agents pathogénes sont
phagocytes par les cellules immunitaires. Cette phagocytose induit 1’activation de
I’inflammasome NLRP3 a travers la déstabilisation lysosomale et la libération
d'enzymes protéolytiques lysosomales comme la cathépsine B (65, 66).
L’inhibition de I’acidification vacuolaire et D’inhibition de [Dactivité de la
cathepsine-B par des inhibiteurs spécifiques empéchent 1’activation de

I’inflammasome en présence d’agents particulaires phagocytés (Figure 5) (66).

D’aprés Shimada et al. les trois mécanismes d’action cités ci-dessus convergent pour
induire la libération de I'ADN mitochondrial oxydé qui active I’inflammasome NLRP3
(67).

Il est important de mentionner que, malgré les études effectuées ces dix derniéres années
sur I’inflammasome NLRP3, le(s) mécanisme(s) exact(s) par le(s) quel(s)
I’inflammasome NLRP3 s’active intrinséquement est (sont) encore au stade des

spéculations.

4. Les maladies associées a I’activation de ’inflammasome NLRP3

L’inflammasome NLRP3 est l’inflammasome le plus connu par des mutations
responsables de ’apparition de maladies inflammatoires graves. Les patients, ayant un
syndrome de fiévres récurrentes heréditaires et des maladies inflammatoires chroniques,
présentent des mutations au niveau de 1’exon 3 du gene qui code pour la protéine Nlrp3.
Les fievres récurrentes héréditaires sont des maladies rares, caractérisées par la survenue
d’¢épisodes fébriles récidivants sans cause infectieuse. Elles sont associées a la présence
d’une inflammation héréditaire, générée spontanément par le corps (68). Parmi ces
fievres, on peut citer la fievre méditerranéenne familiale (FMF), le syndrome MWS et le
FCU appelé aussi FCAS. La FMF est une maladie autosomale récessive (69, 70) alors
que le MWS (71) et le FCU sont deux maladies autosomales dominantes (72). Il existe
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plusieurs mutations associées a la co-installation du MWS et du FCU (Figure 6). D’autres
mutations sont associées a I’installation du syndrome chronique infantile neurologique
cutané et articulaire (CINCA), syndrome plus rare que le MWS et le FCU. Ce syndrome
se caractérise par une éruption cutanée, une atteinte articulaire, une méningite chronique
a polynucléaires, parfois une surdité de perception et des manifestations oculaires (73).
Le syndrome Blau une maladie autosomale dominante, est dd aussi a une mutation
(R260W) localisée au niveau du domaine NBD. Les patients souffrant du syndrome Blau
présentent une combinaison entre des éruptions cutanées, des arthrites et des uvéites (74)
(Figure 6).

F309S
[G306L] | [H358R][T436R | [M573S] [M662T]

[[305P

[B260W
[R260W]

R260W

[A439T | |[G569R|

A352V| |lA439V] | [EB27G]

[JciINcA [ FeAas/FcU [ MWS [ Overlap MWS/
FACS/FCU

Exon

Figure 6. Quelques mutations associées au géne qui code pour la protéine Nirp3
Toutes les mutations, associées a I’inflammasome NLRP3, et qui sont responsables de
I’installation du syndrome de fiévres récurrentes héréditaires, sont localisées au niveau de
I’exon 3. CINCA: syndrome chronique infantile neurologique cutané et articulaire.
FCU/FCAS: urticaire familiale au froid. MWS: syndrome de Muckle-Wells (14).

Le FCAS, le MWS et le syndrome CINCA sont associés a une activation constitutive de
I’inflammasome NLRP3 et a la maturation et I’expression de I’IL-1p et de I’'IL-18 (75,
76). D’autres maladies comme la goutte, la pseudogoutte, la silicose, 1’asbestose sont
associées a une activation constitutive de I’inflammasome NLRP3. Cette activation est
due a une exposition chronique a des activateurs tels que les cristaux d’acide urique

responsables de I’installation de la goutte, le pyrophosphate de calcium dihydraté (CPPD)
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responsable de la pseudo-goutte, les cristaux de silice responsables de la silicose et
I’amiante ou 1’asbeste responsables de I’asbestose (77). Malgré le nombre élevé de
mutations (plus de 90 mutations) localisées au niveau du domaine NBD, une activation
constitutive de 1I’inflammasome NLRP3 est induite. La majorité des mutations associées
au syndrome de fievres récurrentes héréditaires est localisée a proximité de la région de
liaison au nucléotide et ne concerne pas les résidus essentiels pour I’activité NTPases du

domaine NBD (78).
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CHAPITRE 11

L’ INFLAMMASOME
NLRP3 &
L’ATHEROSCLEROSE

I. GENERALITES
1. Définition

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 1’athérosclérose se définit par ‘une
association variable de remaniements de la paroi vasculaire des artéres de moyen et de
grand calibre, due a I’accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de sang et
de produits sanguins, de tissu fibreux et de dép6ts calcaires ; le tout s'accompagnant de
modifications de la media’. Le terme ‘athérosclérose’ est inventé en 1904 par le Dr
Machand Félix. Ce terme reflete une dualité lésionnelle, athéromateuse (dépots
essentiellement lipidiques) et sclérose (enveloppé par un tissu scléreux, fibreux) (79).

L’athérosclérose est une pathologie multifactorielle déclenchée par de nombreux facteurs
non-modifiables tels que 1’age et les antécédents familiaux de maladies cardiovasculaires,
et des facteurs environnementaux modifiables tels que le mode de vie et le tabagisme.
Ces facteurs de risque contribuent a I’installation d’une hypercholestérolémie (taux
plasmatique élevé de LDL/VLDL et réduit de HDL) et d’une hyperhomocystéinémie. Ces
désordres favorisent I’installation de I’hypertension artérielle, du DT2, de la dyslipidémie

et de I’obésité, ce qui accélere la formation des plaques d’athérome (80).

2. Manifestations cliniques
La localisation, la fréquence et I’étendue des plaques d’athérome varient en fonction des

facteurs de risque et peuvent étre a 1’origine d’événements ischémiques aigus (81). Ces

éveénements dépendent de 1’endroit ou s’installe 1’athérosclérose (Tableau I).
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Site(s) affecté(s) Complication(s) associée(s)

Artéres cérébrales Accidents vasculaires cérébraux (AVC)

Maladie de I'artére carotide qui peut
Arteres carotides provoquer un accident ischémique

transitoire ou un AVC

Aorte Anévrisme

. _ Angine de poitrine ou infarctus du
Artéres coronaires

myocarde
Arteéres rénales Hypertension
Artéres iliaques, fémorales et Maladies vasculaires périphériques :
tibiales artériopathies, gangrene, ...

Tableau I. Complications associées a ’athérosclérose
3. Epidémiologie
L’athérosclérose et les complications cardiovasculaires qui lui sont associées représentent
la premiére cause de mortalité dans les pays industrialisés (82, 83). En 2005, la mortalité
d'origine cardiovasculaire (principalement la maladie coronarienne, I'AVC et la
cardiopathie rhumatismale) a touché 17,5 millions d’individus vs 14,4 millions en 1990.
Parmi ces 17,5 millions, 7,6 millions succombaient a une maladie coronarienne et 5,7
millions a un AVC. 80% de cette mortalité concernent les populations a faible ou moyen
revenu (84), ce qui montre I’importance des déterminants sociologiques et économiques
en tant que facteurs de risque des maladies cardiovasculaires. Selon I’OMS, le nombre de
déces provoqués par des maladies cardiovasculaires devrait atteindre 20 millions en 2015
(ce qui représentera 30% de la totalité des déces) (85) et en 2030 les maladies
cardiovasculaires seront la premiére cause de déces au niveau des populations a faible

revenu (86).

II.  PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ATHEROSCLEROSE : DE L’ARTERE
SAINE A LA PLAQUE D’ ATHEROME

1. Laparoi artérielle saine
L’athérosclérose est une maladie de la paroi artérielle affectant les vaisseaux de gros et de

moyen calibres. La paroi artérielle est composée de trois tuniques concentriques
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morphologiquement distinctes. De la lumiére vers 1’extérieur du vaisseau, on distingue
I’intima, la média et ’adventice.
a. L’intima

L’intima (tunique interne) est directement en contact avec le flux sanguin et est le lieu de
formation de la plaque d’athérome. L’intima d’une paroi artérielle saine est trés fine et a
peine visible au microscope optique. Elle joue un rdle essentiel dans 1’homéostasie des
vaisseaux sanguins. Elle est constituée successivement d’une monocouche de cellules
endothéliales étroitement jointes reposant sur une couche sous-endothéliale et de la

limitante élastique interne.

La couche sous-endothéliale ou membrane basale correspond a un tissu conjonctif lache
d’épaisseur variable. Elle est composée de fibres de collagéne, de quelques fibres
élastiques, de CMLV, de nombreuses cellules du systeme immunitaire et de fibroblastes

producteurs de protéoglycanes, de glycogéne et d’¢élastine.

La limitante élastique interne correspond a une lame de fibres élastiques, riches en

élastine, qui sépare I’intima de la média (87, 88) (Figure 7).

b. Lamédia
La média (tunique moyenne) d’une paroi artérielle saine est la tunique la plus épaisse.

Elle est constituée de CMLV orientées en hélices, formant des unités lamellaires. Ces
unités sont entourées d’une matrice extracellulaire composée de quantités variables de
collagene, de protéines fibreuses et élastiques et de protéoglycanes (89). La
prédominance de fibres élastiques ou de CMLV détermine le type d’artére (élastique ou
musculaire). La média est délimitée de chaque cOté par une couche de tissu élastique (la
limitante élastique interne et la limitante élastique externe) (Figure 7). Seuls les
vaisseaux de gros calibres présentent la limitante élastique externe. Cette tunique fournit
des forces hémodynamiques de contraction et de dilatation nécessaires aux vaisseaux

sanguins (88).

c. L’adventice
L’adventice (tunique externe) est d’épaisseur variable, dépendante de la zone artérielle.

C’est un tissu conjonctif lache composé de fibroblastes orientés longitudinalement (90),

de faisceaux de collagéne fibrillaires, de fibres élastiques et de protéoglycanes (89).
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Cette tunique est constituée de deux réseaux: un réseau de petits vaisseaux et un réseau
de petits nerfs, vasa vasorum et nervi vasorum, qui participent respectivement a
I’irrigation de I’adventice et de la partie externe de la média et a I'innervation des CMLV
de la média. Cette tunique permet de fixer 1’artére aux organes environnants (88, 90)
(Figure 7).

Endothelium

Normal artery

Adventitia

Smooth
muscle
cells

Figure 7. Structure de la paroi artérielle saine
De la lumiére vers 1’extérieur d’une paroi artérielle saine, on distingue 1’intima, la media et
I’adventice. L’intima est composée d’une monocouche de cellules endothéliales, d’une couche
sous-endothéliale (tissu conjonctif) et d’une limitante élastique interne. La média est constituée
d’une couche de cellules musculaires lisses délimitée par deux limitantes élastiques, une
limitante interne et une limitante externe. L’adventice est la couche externe de la paroi
artérielle qui fixe I’artére aux organes environnants (91).

2. Processus cellulaires et développement de plaque d’athérome
a. Initiation
L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique et évolutive touchant

essentiellement I’intima et la média. Cette inflammation est déclenchée par une anomalie
structurelle et fonctionnelle de I’endothélium vasculaire, la dysfonction endothéliale.
L’athérosclérose consiste en une séric d’événements complexes associant des
mécanismes moléculaires (comme MCP-1 [monocyte chemotactic protein-1] (92), M-
CSF [monocyte-colony stimulating factor] (93), SRA [scavenger receptor A], VCAM-1
[vascular cell adhesion molecule-1] (94) et ICAM-1 [intracellular adhesion molecule-1])
(95) et des mécanismes cellulaires (comme les macrophages, les cellules endothéliales et

les CMLV). Cette série d’événements peut étre résumée en une augmentation de la
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perméabilité de [I’endothélium vasculaire, un désordre du profil lipidique da
essentiellement a une baisse du niveau des HDL en faveur des LDL cholestérol, un
recrutement de monocytes et de lymphocytes au niveau de la paroi artérielle et une
prolifération des CMLV.

La premiére phase qui détermine la réponse endothéliale est la diffusion des LDL dans
I’espace sous-endothélial selon un gradient de concentration. Comme elles sont retenues
dans l’intima par la fixation de I’apolipoprotéine B présente a leur surface aux
protéoglycanes de la matrice, les LDL infiltrées peuvent étre oxydées par des enzymes
telles que la myéloperoxydase ou la 15-lipoxygenase (96, 97). Les LDL oxydées
(LDLox) déclenchent I’activation des cellules endothéliales en induisant 1’expression
et/ou la sécrétion de molécules permettant I’invasion de I’intima par les monocytes
circulants. Ces molécules peuvent étre des molécules d’adhésion (VCAMI, ICAM1) (94,
95), des sélectines E/P (98), des facteurs de croissance (M-CSF) (93) et des facteurs
chimioattractants (MCP-1) (92). L’immobilisation des monocytes au niveau de la paroi
vasculaire par les molécules d’adhésion est suivie par leur pénétration dans 1’espace sous-
endothélial ou ils se différencient en macrophages pro-inflammatoires. La différenciation
des monocytes en macrophages est associée a une augmentation de 1’expression de
récepteurs ‘scavengers’ (CD-36, LOX-1) qui permettent I’internalisation non-spécifique
des LDLox et de leur contenu en cholestérol (99, 100). Ainsi, la voie dite ‘scavenger’
conduit & une accumulation non contrélée de cholestérol au niveau des macrophages de la
paroi vasculaire. L’accumulation des vésicules lipidiques transforme les macrophages en
cellules spumeuses qui se regroupent en amas lipidiques sous-endothéliaux et forment
ainsi les Iésions précoces de 1’athérosclérose, les stries lipidiques (101). Les macrophages
amplifient I’inflammation de la paroi vasculaire (processus d’auto-amplification) a
travers la sécrétion de facteurs de croissance, de cytokines pro-inflammatoires (tels que le
TNF [tumor necrosis factor], I’IL-1p et I’IL-18) et d’enzymes de digestion de la matrice
extracellulaire (MMP : matrix metalloproteases) (Figure 8). L’environnement
inflammatoire chronique au niveau des lésions artérielles et la persistance de
I’hypercholestérolémie augmentent la production des ROS. L’ensemble de ces processus
induit la mort des cellules spumeuses et la libération de corps apoptotiques et du contenu

lipidique qui forment le corps lipidique, le centre nécrotique, caractéristique des lésions
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avancées. De plus, I’ensemble de ces processus inflammatoires induit la différenciation,
la prolifération et la migration des CMLV de la média vers I’intima (102). En effet,
certaines CMLV acquierent la capacité de capter les LDLox, se transforment en cellules
spumeuses et participent & la formation du ceeur lipidique (103) (Figure 8).

Endothelial Endothelial Matrix
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Process
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Figure 8. Processus cellulaires et développement de I’athérosclérose

L’altération de la fonction endothéliale est en partie causée par la diminution de la
biodisponibilit¢é du monoxyde d’azote (NO). Les LDL sont localisées dans 1’espace sous-
endothélial ou elles s’oxydent et activent les cellules endothéliales. L’expression de molécules
d’adhésion, de facteurs de croissance et de cytokines pro-inflammatoires permet 1’invasion de
I’intima par les monocytes circulants qui se différencient en macrophages pro-inflammatoires.
Ces macrophages internalisent les LDLox et se transforment en cellules spumeuses. La mort de
ces cellules induit la formation du core nécrotique de la plaque d’athérome. L’infiltration de
cellules inflammatoires, ’apoptose des CMLV et la dégradation de la matrice extracellulaire
(par protéolyse par les MMP) génerent une plaque vulnérable avec une chape fibreuse fine et un
noyau nécrotique riche en lipides (91).

D’autres CMLV subissent un changement de phénotype et passent d’un état
contractile/quiescent a un phénotype prolifératif/sécrétoire, a ’origine de la synthése
d’une matrice extracellulaire riche en éléments fibreux tels que le collagéne et 1’¢lastine

(102). Ainsi, le coeur nécrotique est consolidé par une chape fibreuse dont 1’intégrité est

essentielle & la cohésion et a la stabilité de la plaque.

p. 57




b. Progression
L’athérosclérose est une pathologie qui évolue a bas bruit des le plus jeune age et ses

symptomes ne se révelent que plusieurs années aprés ’apparition des premicres 1ésions.

L'évolution de la plaque en fonction de 1’age se fait par une progression paralléle du

centre lipidique et de la chape fibreuse. D’aprés Stary et al. cette évolution peut étre

résumée en en six stades, en fonction de critéres histologiques, histochimiques, de la

structure et de 1’ultrastructure des cellules et des composants de la matrice.

Stade I ou lésion initiale : ce stade, détectable macroscopiquement, est caractériseé
par ’accumulation de petits groupes de macrophages spumeux dans l'intima. Ce
type de lésion est réversible et il est le seul retrouvé chez les enfants de moins de
dix ans.

Stade Il ou strie lipidique : ce stade apparait durant I’enfance et il est détectable
macroscopiquement. Il est caractéris€é par la présence d’une couche de
macrophages spumeux disposés en couches stratifiées et est caractérisé par la
présence de dépdts lipidiques extracellulaires. Ce type de Iésion est réversible.
Stade I11 ou pré-athérome (plague jeune) : le pré-athérome est irréversible et il est
constitué légérement avant 40 ans. 1l se caractérise par de multiples petits dépots
lipidiques extracellulaires disseminés qui conduisent a une désorganisation de

I’intima.

Les 1ésions de types I, II et III sont des 1ésions précoces qui se développent des I’enfance

jusqu’a environ 30 ans et qui peuvent évoluer et se transformer en lésions avancées de

types IV, Vet VI :

Stade IV ou plaque d'athérome fibro-lipidique : ce stade est caractérisé par la
présence de multiples dép6ts lipidiques massifs et confluents, responsables de la
formation du cceur lipidique, 1’athérome.

Stade V ou fibro-athérome : ce stade est caractérisé par une plaque calcifiée et il
est associé a des depdts importants de collagéne, responsables de la formation de
la chape fibreuse qui entoure le noyau lipidique.

Stade VI ou plaque compliquée : c’est le stade le plus complexe qui peut étre

associe a de graves manifestations cliniques. La fragilisation de la chape fibreuse
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induit une instabilité¢ de la plaque d’athérome qui peut subir une érosion de son

revétement endothélial et induire une thrombose (81, 91, 104) (Figure 9).
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Figure 9. Développement de la plaque d’athérome avec I’age (81)

3. L’athérosclérose: role de ’inflammasome NLRP3

L’internalisation non spécifique des LDLox par les macrophages présents au niveau de la
paroi artérielle aboutit a la formation de dép6ts de cholestérol sous forme de cristaux. Ces
dépots s’accumulent dés les premiers stades de I’athérosclérose et sont formés
principalement de cholestérol monohydraté (105). Ces cristaux jouent un role critique
dans les étapes initiales de la formation des plaques d’athérome et le développement du
core nécrotique.

Il a eté démontré que les cristaux de cholestérol activent I’inflammasome NLRP3 des
macrophages présents au niveau de la paroi vasculaire et induisent la production de I’IL-
1B et de I'IL-18 (105). Cette activation est initiée par un ‘priming’ ou signal «1»,
déclenché par les mmLDL (minimally modified-LDL) (106) au niveau des récepteurs
TLR, TLR4 et TLR6. Les mmLDL sont d’abord reconnues par le récepteur CD14 (106).
La reconnaissance spécifique des mmLDL par ces récepteurs induit la formation du
complexe hétérodimerique TLR4-TLR6. Une fois activé par les mmLDL, ce complexe
recrute la molécule adaptatrice MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene)
(88) a travers le domaine ‘Toll’ du récepteur IL-1R (107, 108). La voie de signalisation
MyD88-dependante implique la kinase IRAK-4 (interleukin-1 receptor-associated kinase
4), la famille des MAPK kinases (Mitogen activate protein kinase), comme la kinase
TAK1 (TGF-p— activated kinase 1) et la kinase MEKK3 (MEK kinase 3). L’activation de

ces kinases induit 1’activation de la voie NF-xB et la sécrétion de la pro-IL-1pB et de la
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pro-IL-18 biologiquement inactives. La voie de signalisation MyD88-dépendante
déclenchée par les mmLDL est associée a une production des ROS au niveau
intracellulaire (109).

L’étape de ‘priming’ est suivie par une activation de I’inflammasome NLRP3 des
macrophages par les cristaux de cholestérol, le signal «2». Ces cristaux sont ingérés par
phagocytose, ce qui induit un désequilibre ionique di essentiellement a un efflux des ions
K*. La phagocytose est associée a une déstabilisation lysosomale, ce qui induit la rupture
des lysosomes (110) et la libération des protéases lysosomales, la cathépsine B et la
cathépsine L (106), au niveau du cytoplasme. L’augmentation intracellulaire des ROS,
I’efflux ionique, la libération du contenu protéolytique mais aussi le pH acide des
lysosomes induisent 1’assemblage de 1’inflammasome NLRP3 et ’activation de I’IL-1f et
de I’'TL-18 par un mécanisme inconnu (109, 111).

L’hyperlipidémie et 1’oxydation des LDL entrainent une inflammation de la paroi
vasculaire, ce qui déclenche la phase initiale de I’athérosclérose. Celle-ci favorise
I’accumulation des cristaux de cholestérol qui activent a leur tour l’'inflammasome
NLRP3 et induisent la sécrétion de I’IL-1p et de 1’IL-18 biologiquement actives, créant
ainsi un veritable cercle vicieux (Figure 10). L’IL-1p et I’'TL-18 jouent un réle majeur au
cours de I’athérogenese et agissent de facon autocrine et paracrine en modulant
I’expression de nombreux génes via leurs voies de signalisation. Elles exercent des effets
pro-inflammatoires trés importants par 1’induction de la maturation des cellules T et des
cellules NK (natural killer), par I’activation des macrophages et par la production
d’autres cytokines, de chémokines et de molécules d’adhésion (112, 113). L’IL-1P
intervient dans I’amplification de la réaction inflammatoire en activant les enzymes de la
voie de biosynthese de la prostaglandine E2 dans les CMLV. Ces effets pro-
inflammatoires sont fortement impliqués dans I’initiation, le développement et la
progression de 1’athérosclérose. Quand elles sont exprimées par les macrophages infiltrés
au niveau de la paroi artérielle, I’IL-1p et I’IL-18 exercent des effets pro-athérogenes et
induisent la formation de la chape fibreuse en provoquant la migration et la prolifération
des CMLV. En effet I’'IL-1B et I’'IL-18 induisent (i) la production d’IFN-y (Interféron
gamma) qui amplifie I’inflammation et inhibe la fibroprolifération et le développement

d’un fibroathérome (115, 116), (ii) une augmentation de I’activité collagénolytique des
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CMLYV et une inhibition de la synthése du collagéne, ce qui contribue a la résistance de la
chape fibreuse et a la rupture de la plaque (117) et (ii1) une augmentation de I’expression

des métalloprotéases par les macrophages et les CMLV, ce qui contribue a la
déstabilisation de la plaque et a la dysfonction cardiaque (115, 118).

modified LDL
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Figure 10. Activation de I’inflammasome NLRP3 au cours de I’athérosclérose
Les mmLDL s’accumulent au niveau des plaques d’athérome et induisent un
‘priming’ au niveau de I’hétérodimére TLR4/TLR6. Ce complexe recrute la molécule
MyDS88 a travers le domaine ‘Toll” du récepteur IL-1R. La MyD88 recrute & son tour
I’IRAK4 qui active la voie NF-«B et induit la sécrétion de la pro-IL-1p et de la pro-IL-
18. La phagocytose des cristaux de cholestérol induit une libération des cathepsines B
et L et une augmentation des ROS, ce qui induit I’activation de I’inflammasome
NLRP3, de I'[L-1P et de I’'IL-18. Ces deux cytokines jouent un réle essentiel dans la
régulation des protéines de I’inflammasome NLRP3, I’induction des réactions
inflammatoires et la progression de la formation des plaques d’athérome (114).

Ainsi, 'TIL-1p et I’'TL-18 induisent la formation des plaques vulnérables qui sont associées
le plus souvent a un syndrome coronarien aigu qui parfois culmine en mort subite.
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CHAPITRE 111

L’ INFLAMMASOME
NLRP3 & LE DIABETE
DE TYPE 2

I. GENERALITES
1. Définition

Les maladies cardiovasculaires, notamment 1’athérosclérose, sont associées a un DT2
auquel I’inflammasome NLRP3 est fortement impliqué. Le DT2 (précédemment appelé
diabéte non insulino-dépendant ou diabéte de la maturité) est défini par un désordre
chronique, caractérisé par une altération du metabolisme lipidique et glucidique liée a une
déficience soit de la sécrétion d’insuline (dysfonction des cellules B-pancréatiques), soit
de I’action de I’insuline (insulinorésistance) (119).

Le DT2 est une maladie multifactorielle, hétérogéne et polygénique (119). Elle peut étre
déclenchée par [D’interaction d'anomalies de plusieurs génes intervenants dans le
déterminisme du DT2 (tels les génes de la glucokinase, du glucagon, etc) et qui
s'expriment en présence de facteurs environnementaux comme 1’obésité, 1'hypertension

artérielle, la dyslipidémie, etc (120).

2. Manifestations cliniques
Les patients atteints d’un DT2 présentent un risque accru de complications

microangiopathiques (rétinopathie, néphropathie et neuropathie) et macroangiopathiques
(athérosclérose, infarctus du myocarde). Les complications cardiovasculaires représentent
la principale cause de mortalité et de morbidité dans le cas d’un DT2. Le risque de
développement de maladie artérielle périphérique (121), de maladie coronarienne (122) et
de maladie cérébrovasculaire (123) est multiplié par 2 ou 3 chez les diabétiques de type 2.
Bien que les femmes connaissent une relative protection contre les maladies
cardiovasculaires par rapport aux hommes, chez elles le DT2 multiplie ces risques
cardiovasculaires par un facteur de 3 a 5 (124, 125, 126, 127). L’atteinte vasculaire chez
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le diabétique, en particulier ’athérosclérose, se distingue par la précocité d’apparition, les
localisations multiples (coronaires, arteres cérébrales, artéres périphériques) et la gravité
évolutive. Cette précocité est due essentiellement a une altération des fonctions des
arteres, ce qui prédispose les diabétiques de type 2 a une athérosclérose severe.
L’hyperglycémie, 1’hyperlipidémie et I’insulinorésistance sont les acteurs majeurs
responsables de cette altération qui regroupe (i) I’altération de la fonction endothéliale
(128, 129), (ii) le dysfonctionnement des CMLV (128), I’altération de la fonction
plaquettaire (130) et (iii) 1’induction d’une thrombose artérielle (131).

3. Epidémiologie

En 2010, 285 millions de personnes dans le monde étaient atteintes de diabete, parmi
lesquelles 90% avait un DT2, I'équivalent d’environ 2,4 millions sujets en France (132).
D'apreés les prévisions de I'OMS, ce nombre devrait passer de 285 a 439 millions en 2030,
ce qui représentera 7,7% de la population agée de 20 a 79 ans (133).

L’ Asie constitue I'épicentre mondial de 1’épidémie de DT2 (134). L'accroissement de la
prévalence du DT2 est particulierement alarmant au sein de la population indienne et
chinoise. Cet accroissement est d(i a une démographie et une urbanisation croissantes. En
1980, la prévalence du DT2 en Chine était inférieure a 1%. En 2007, cette prévalence a
atteint 92 millions d’adultes diabétiques (environ 9,7% de la population totale) et plus de
148,2 millions d’adultes pré-diabétiques (environ 15,5%) (135). Chez la population
chinoise agée de 35 a 74 ans, entre les années 2001/2002 et 2006 la prévalence du DT2
en milieu rural est passée de 5,3% a 14,2% chez les hommes et de 8,9% a 13,8% chez les
femmes. Alors qu’en milieu urbain, cette prévalence est passée de 11,3% a 19,2% chez
les hommes et de 11,3% a 16,1% chez les femmes (136). En Inde, la prévalence du DT2
est passée de 13,9% en 2000 a 18,2% en 2006 en milieu urbain et de 6,4% a 9,2% en

milieu rural (137).

Il.  RAPPEL SUR LA PHYSIOPATHOLOGIE DU DIABETE DE TYPE 2
L’anomalie métabolique fondamentale responsable de [I’installation du DT2 est

I’insulinorésistance des tissus périphériques (le muscle, le foie et le tissu adipeux), ce qui
entraine une hypersécrétion insulinique. Cette étape est suivie par une diminution de la

sécrétion de I’insuline, 1’insulinodéficience, qui provoque une hyperglycémie responsable
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de la glucotoxicité et de la mort des cellules B-pancréatiques par apoptose. Il s’agit d’une
insulinorésistance essentiellement musculaire ou la voie métabolique non-oxydative du
glucose, la glycogénogenese, est altérée. L’insulinorésistance est induite suite & un exces
pondéral et suite a I’inflation du tissu adipeux viscéral qui libére une grande quantité
d’acides gras libres. Au niveau musculaire, les acides gras libres sont préférentiellement
oxydes, aboutissant a une élévation des taux cellulaires d’acétyl-CoA (acétyl coenzyme
A). Par son action sur certains enzymes, 1’acétyl-CoA augmente la néoglucogenése et
diminue la glycolyse et la glycogénogenése. Le stockage et 1’utilisation du glucose sont
cependant diminués et le débit hépatique du glucose est augmenté.

Les anomalies génétiques jouent un réle important dans la survenue d’un DT2. Cette part
héréditaire est a 1’origine de plusieurs formes de DT2 : les formes monogéniques telles
que les diabetes MODY (Maturity onset diabetes of the young) et les formes communes
ou polygéniques. La plupart des mutations responsables d’un DT2 influent sur la
sécrétion de I’insuline.

Comme le DT2 est une pathologie multifactorielle dont le trouble du métabolisme
glucidique et insulinique est fondé sur des mécanismes d’actions complexes, nous nous
sommes focalisés sur I’inflammation et le réle de I’inflammasome NLRP3 dans la

physiopathologie du DT2 et I’apoptose des cellules -pancréatiques.

1. Inflammation des cellules p-pancréatiques
Des données récentes proposent des mécanismes moléculaires communs entre les voies

de signalisation inflammatoires et les voies de signalisation insuliniques aboutissant a une
insulinorésistance et a une dysfonction endotheliale, ce qui prédispose a des desordres
cardiovasculaires comme [’athérosclérose (138, 139). Les avancées dans la
compréhension du mécanisme physiopathologique du DT2 montrent que 1’inflammation
chronique est le lien entre le dysfonctionnement du tissu adipeux, 1’insulinorésistance, les
pathologies métaboliques et vasculaires. Dans le DT2, le r6le des médiateurs pro-
inflammatoires, I’IL-1B et I’[L-18, est fortement suggeré dans la contribution de
I’apoptose et dans I’altération progressive de la fonction et de la masse des cellules -
pancréatiques. Il a été démontré que le traitement des Tlots de donneurs d'organes non-
diabétiques par des concentrations élevées de glucose induit une augmentation de

I’expression de I’IL-1pB, suivie par une activation de la voie NF-kB, I’activation du
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récepteur FAS (Fas cell surface death receptor), la fragmentation de I’ADN et
I’altération de la fonction des cellules B-pancréatiques. De plus, ’antagoniste du
récepteur I1L-1 (IL-1Ra) protege les flots humains en culture de ces effets délétéres (140).
Il a été démontré que I’hyperlipidémie induite suite & la surcharge pondérale initie la
production de I’IL-1B dans le tissu adipeux via I’activation de 1’inflammasome NLRP3,
ce qui conduit a I’insulinorésistance et favorise 1I’hyperglycémie. Au niveau des cellules
B-pancréatiques, 1’hyperglycémie provoque une altération de la fonction de la chaine
respiratoire mitochondriale et un stress au niveau du réticulum endoplasmique. Ces
dysfonctionnements induisent un stress oxydant dd a une accumulation des ROS au
niveau intracellulaire (141, 142). Les ROS, a des taux élevés, induisent la libération du
TXNIP (Thioredoxin Interacting Protein), I’inhibiteur endogéne du systéme antioxydant,
le systeme de la Trx-1 (Thioredoxin-1) (143). Le TXNIP est une protéine intracellulaire
qui s’associc a la Trx-1 en formant le complexe Trx-1/TXNIP. L’accumulation
intracellulaire des ROS dissocie ce complexe, ce qui permet a la Trx-1 d’exercer ses
effets antioxydants et anti-inflammatoires alors que le TXNIP exerce des effets pro-
inflammatoires en induisant la mort des cellules B-pancréatiques par 1’inhibition du
captage et du catabolisme du glucose (144). De plus, le TXNIP libéré joue le role d’un
activateur endogéne de I’inflammasome NLRP3 des cellules f-pancréatiques et induit le
clivage et I’activation des cytokines pro-inflammatoires, I’IL-1B et I’'IL-18 (145). Une
fois activée, I'IL-1p agit de maniere autocrine et/ou paracrine en aggravant
I’environnement inflammatoire généré au niveau des ilots de Langerhans. En effet, I’IL-
IB induit la sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires et 1’expression de
chémokines et favorise ainsi Dinfiltration des cellules B-pancréatiques par les
macrophages pro-inflammatoires (146) (Figure 11).

Parall¢lement a la sécrétion de I’insuline et en réponse a I’hyperglycémie chronique, les
cellules B-pancréatiques sécrétent de I’amyline (appelé aussi IAPP [islet amyloid
polypeptide]). L’amyline est déposée sous forme de fibrilles au niveau des ilots de
Langerhans ; cependant 1’amyloidogénése reste inconnue. Ce polypeptide de 37 acides
aminés induit une déstabilisation lysosomale au niveau des macrophages infiltrés et
active I’inflammasome NLRP3. Cette activation est précédée par un ‘priming’ déclenché

au niveau du récepteur TLR 4 par les mmLDL, ce qui active la voie NF-xB et induit la
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sécretion de la pro-1L-1p et de la pro-I1L-18 biologiquement inactives (147). L’expression

des chémokines par les cellules B-pancréatiques et 1’expression de 1I’'IL-1p et de 1’IL-18

par les macrophages infiltrés aggravent I’inflammation et altérent la sécrétion et la

sensibilité & I’insuline. L’environnement inflammatoire chronique ainsi que 1’effet

toxique du glucose et des lipides provoquent I’épuisement et la mort des cellules -

pancréatiques par apoptose. Ainsi, I’'IL-1p et I’IL-18 aggravent la progression du DT2 en

induisant de nombreuses complications cardiovasculaires potentiellement graves (148)

(Figure 11).
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Figure 11. Activation de ’inflammasome NLRP3 au cours du diabéte de type 2

Au niveau des cellules p-pancréatiques, 1’hyperglycémie induit une dysfonction
mitochondriale et un stress au niveau du réticulum endoplasmique. La dysfonction
mitochondriale est associée a une augmentation intracellulaire des ROS, ce qui entraine
I’activation de I’inflammasome NLRP3 a travers un mécanisme TXNIP-dépendant. Par
contre, le mécanisme d’activation de 1’inflammasome NLRP3 induit par le stress du
réticulum endoplasmique est inconnu. Le NLRP3 des macrophages infiltrés dans le
pancréas est activé par les IAPP suite a un ‘priming’ induit par les mmLDL. L’activation de
I’inflammasome NLRP3 induit [’activation de I'IL-13 ce qui provoque le
dysfonctionnement et la mort des cellules B-pancréatiques.
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2. Apoptose des cellules pancréatiques
L’apoptose des ilots pancréatiques dans le DT2 peut étre induite par les cytokines pro-

inflammatoires, 1’altération de la fonction mitochondriale et par le stress du réticulum
endoplasmique. Ces trois mécanismes sont induits en réponse aux désordres
métaboliques associés au développement du DT2 comme la glucotoxicité et la
lipotoxicite.

a. Laglucotoxicité
Une étude a démontré qu’une incubation d’flots de Langerhans humains avec des
concentrations ¢€levées de glucose est associée a une augmentation de I’expression des
marqueurs d’apoptose. L hyperglycémie induite au niveau des ilots de Langerhans est
associée a un exces de stress oxydant induit par la génération de ROS d’origine
mitochondriale (149). Sachant que les cellules pancréatiques sont tres sensibles au stress
oxydant en raison de leur trés faible expression d’enzymes anti-oxydantes, I’excés de
ROS est associé a une induction de la mort des cellules B-pancréatiques par apoptose.
La signalisation de I’insuline joue un role important dans le maintien de la fonction et de
la survie des cellules B-pancréatiques. Il a été démontré que 1’hyperglycémie induit la
synthése d’hexosamine au niveau des ilots de Langerhans. Le traitement des cellules B-
pancréatiques par la glucosamine, précurseur direct de la voie de synthése d’hexosamine,
induit une inhibition significative des premicres étapes de la signalisation d’insuline
incluant la phosphorylation des récepteurs IRS-1 (Insulin receptor substrate-1) et IRS-2
et réduit ’activité de la PI3-kinase (phosphatidylinositide 3-kinase). De plus, 1’action
inhibitrice de I’insuline sur I’expression de la protéine Bim, exer¢ant un effet pro-
apoptotique en séquestrant les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) et
Bcl-XL, est réduit d’environ 40% au niveau des cellules B-pancréatiques traitées par la
glucosamine. Cette étude montre que I’hyperglycémie induit un déséquilibre entre
I’expression de Bim et I’expression des protéines anti-apoptotiques telles que la Bcl-2 et
la Bel-XL. Ainsi, ’hyperglycémie induit 1’apoptose des cellules B-pancréatiques a travers
I’induction de la voie de synthése d’hexosamine (150).

b. La lipotoxicité
Selon Poitout et Robertson, la glucotoxicité est strictement associée a une lipotoxicité.

Ces deux complices sont impliqués dans le cercle vicieux du DT2 a travers leur effet
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commun dans 1’induction du stress oxydant au niveau des cellules B-pancréatiques (151).
Les acides gras libres et les lipoprotéines exercent des effets pro-apoptotiques.
L’exposition prolongée des ilots de Langerhans humains aux acides gras libres comme le
palmitate est associé a des effets toxiques, alors que les acides gras monoinsaturés
comme 1’oléate protégent les cellules de 1’apoptose induite par 1’hyperglycémie et le
palmitate (152, 153). Il a été démontré que I’activation de 1’Akt (connue aussi sous le
nom de Protein kinase B [PKB]) inhibe I’activité des composantes indispensables a
I’installation de 1’apoptose cellulaire comme le Bad, la synthése du cytochrome c et la
caspase-9 (154). Une étude a démontré qu’au niveau des ilots de Langerhans humains, les
acides gras libres induisent I’apoptose de maniére caspase-dépendante en inhibant a la
fois I’expression de I’ARNm de Bcl-2 et la phosphorylation de 1’ Akt (153).
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OBJECTIF DE LA THESE

‘inflammation est un élément clé dans D’installation et la progression d’un

grand nombre de pathologies, allant du syndrome métabolique en passant par
les maladies cardiovasculaires, les accidents cérébrovasculaires, les
pathologies des articulations, la maladie d’Alzheimer et d’autres pathologies.

A Torigine d’une trés forte morbi-mortalit¢ et d’un colt socio-économique
particulierement lourd, I’athérosclérose, le DT2 et leurs complications font I’objet d’une
attention soutenue de la part de la communauté scientifique. C'est dire I'importance d'une
prévention précoce qui devrait étre idéalement instaurée avant I’initiation de
I’inflammation. Cette prévention nécessite [’identification d’un systéme pro-
inflammatoire commun déclenchant 1’athérosclérose et le DT2, I’inflammasome NLRP3.
Plus de 90 mutations localisées sur le gene de CIAS codant pour la protéine Nlrp3 sont
associées a des pathologies inflammatoires. L’inflammasome NLRP3 est aujourd’hui le
systeme pro-inflammatoire le mieux caractérisé en termes de nombre de signaux
activateurs, en termes de nombre de maladies associées mais aussi en termes
d’implications physiopathologiques. Néanmoins, son implication dans la pathologie de
I’athérosclérose et le DT2 demeure controversée et/ou mal €¢lucidée.

L’objectif de cette these est d’identifier et de caractériser, dans le contexte de
I’athérosclérose et du DT2, un inhibiteur spécifique de I’inflammasome NLRP3, afin de
mettre au point une nouvelle approche thérapeutique fondée sur I’utilisation d’une
molécule naturelle qui pourrait contribuer a limiter [’évolution des plaques
d’athérosclérose, I’installation du DT2 et la survenue des complications qui leur sont
associées.

Notre travail porte sur deux parties :

- Comme son rdle est controversé, nous avons étudie, dans un premier temps,
I’implication de I’inflammasome NLRP3 dans I’installation de I’athérosclérose. Dans un
deuxi¢me temps, nous avons étudié ’effet de 1’Arglabine, inhibiteur spécifique de
I’inflammasome NLRP3, sur les parametres métaboliques et vasculaires impliqués dans

la formation des plaques d’athérome.
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- Dans la deuxieme partie, nous avons étudié ’effet de cet inhibiteur sur les
parametres métaboliques impliqués dans 1’installation du DT2 ainsi que son effet sur la

mort des cellules B-pancréatiques par apoptose.
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es lactones sesquiterpéniques sont l'un des plus grands groupes de
substances d’origine naturelle (155). Plus de 5000 structures ont été isolées.
Leur structure particuliere de 15 carbones qui se caractérise par
I'enchainement a-méthyléne-y-lactone leur confere des possibilités de
réactivité biologique incontestables. Les lactones sesquiterpéniques sont connues depuis
1830. Elles sont subdivisées sur la base de leur squelette carbocyclique en plusieurs
classes telles que les germacranolides, les guaianolides ou encore les eudesmanolides
(155).
Au cours de cette these, nous nous sommes intéresses a la classe des guaianolides dont
I’ Arglabine est I'un des membres les plus éminents. Connue pour ses vertus cytotoxiques
et anti-tumorales, la molécule d’Arglabine est un extrait d’une plante vivace du genre
Artemisia (les armoises), espéece glabella (A. glabella) (Figure 12). Cette espéce de plante
est endémique des collines des steppes séches de la région de Karaganda, en république
de Kazakhstan (156).

Figure 12. Artemisia glabella

En collaboration avec le laboratoire du Professeur Thomas Simmet (Institute of
Pharmacology of Natural Products & Clinical Pharmacology, Ulm University, Ulm,
Germany), nous avons extrait la molécule d’Arglabine de la plante A. glabella. Nous
avons ensuite vérifié sa pureté par chromatographie analytique en phase liquide a haute

performance (HPLC) et sa formule chimique a été confirmée par spectrométrie de masse.
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. L’ARGLABINE

1. Matiére végétale et extraction
Les lactones sesquiterpéniques, y compris 1’Arglabine, présentent une distribution assez

sporadique et sont fréquemment localisées au niveau des poils sécréteurs situés au niveau
des feuilles, des tiges et des bractées de I’inflorescence. Les parties aériennes de la plante
A. glabella ont été récoltées en période de floraison (environ 7,7 kg) et, apres séchage,
ont été soumises a une extraction par le chloroforme a une température de 45-50°C.
L’extrait a été précipité durant 24 h avec un mélange de méthanol et d’eau, a température
ambiante. Aprés incubation, le précipité a été filtré et le résidu a été bien lavé. Nous
avons ensuite procedé a une évaporation et une distillation sous vide du filtrat résiduel,

conduisant a environ 286 g d’extrait brut.

2. Séparation chromatographique
L’extrait brut d’A. glabella a été dissout et séparé par HPLC en phase inverse permettant

d'atteindre une pureté finale supérieure a 99,9%. En effet, la totalité de I’extrait brut a été
déposée sur une colonne Reprosil PUR ODS-3 et a été ensuite éluée avec un mélange
méthanol-eau. La fraction Arglabine a ét¢ détectée a I’aide d’un détecteur-intégrateur UV
a barrette de photodiodes réglé a 210 et 250 nm. La pureté a été vérifiee par
chromatographie sur couche mince de haute performance en utilisant une colonne
Reprosil PUR ODS-3. La phase stationnaire utilisée est le gel de silice (SiO2) sur lequel
nous avons greffé des groupes octadécyles (18 atomes de carbone) et le mélange
méthanol-eau a été utilisé comme phase mobile. L’Arglabine pure (99,9%) représente
environ 11,7% de ’extrait brut. La formule chimique de la molécule d’Arglabine a été
analysée sur un spectromeétre de masse Finnigan MAT modéle TSQ 700, par ionisation
chimique. La masse moléculaire a été déduite de la valeur m/z (masse/charge) du pic
moléculaire 246 [M]" (157, 158, 159). Une solution mére de 20 mM d’Arglabine a été

préparée dans du DMSO pur et conservée sous argan a -20°C.
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Il.  ETUDE IN VITRO

1. Culture cellulaire et conditions de culture
a. Macrophages péritonéaux de souris
- Préléevement

Nous avons injecté 2 ml d’une solution de thioglycolate a 4% dans la cavité péritonéale
de souris adultes C57BL/6. Le thioglycolate induit une inflammation au niveau
péritonéal, ce qui attire les monocytes circulants qui se différencient alors en
macrophages. Apres 5 jours, les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale et les
macrophages péritonéaux ont été prélevés dans des conditions stériles, selon la méthode
décritet par Ray A. et Dittel B.IN. en 2010 (voir vidéo:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3152216/) (160). La cavité péritonéale de

chaque souris a été lavée au moyen de 10 ml du PBS froid et le milieu récupéré a été
centrifugé pendant 5 minutes & 800 rpm a 4°C. Le culot cellulaire a été resuspendu dans
du RPMI 1640 contenant 2 mM de glutamine, 100 U/ml de pénicilline et 100 pg/ml de
streptomycine (Invitrogen, Paris, France). Les cellules ont été ensuite ensemencées dans
des boites de culture de douze puits (0,5 x 108 cellules/puits) puis incubées & 37°C, sous
atmosphére humidifiée a 5% de CO2. Aprés une heure d’incubation nécessaire a
I’adhésion des macrophages, 3 lavages au PBS ont été effectués et les cellules ont été
incubées dans du RPMI supplémenté en serum de veau feetal (10% SVF) (Invitrogen,

Paris, France) pendant une nuit.
- Stimulation des macrophages péritonéaux

Dans un premier temps, les macrophages ont été stimulés par 10 ng/ml de LPS
(Lipopolysaccharide from Escherichia coli serotype, Sigma) pendant 4 heures, afin de
déclencher le signal «1» ou étape de ‘priming’. Les macrophages ont été ensuite traites
avec différentes doses d’Arglabine (1, 10, 25 et 50 nM) durant 1 heure, avant la derniére
étape d’activation de I’inflammasome NLRP3 (signal «2») induite par 1 mg/ml de
cristaux de cholestérol pendant 24 h (Figure 13). Les cristaux de cholestérol ont été
obtenus en collaboration avec le laboratoire du Professeur Thomas Simmet, selon la
méthode de Duewell et al. (161). Brievement, cette methode consiste en une

recristallisation de cholestérol monohydraté (Sigma) suite a six cycles de solubilisation
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dans de l'acétone chaud et de cristallisation par refroidissement. La pureté des cristaux de
cholestérol a ¢été vérifiée a 1’aide d’un spectrométre de masse couplé a un
chromatographe en phase gazeuse et les analyses ont été réalisées par impact électronique
(161).

Etape 1: Priming

1 LPS (10 ng/ml)
Arglabine
t
Etape 2: Activation
Cristaux de cholestérol (1 mg/ml)
4 heures 1 heure 24 heures

Extraction de
protéines

Figure 13. Représentation schématique des conditions de traitement des macrophages
péritonéaux
Les cellules ont été d’abord stimulées par le LPS (10 ng/ml), traitées dans un 2°™ temps avec
différentes doses d’Arglabine (1, 10, 25 et 50 nM) pendant 1 heure. L’inflammasome NLRP3 a été
ensuite stimulé par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol. Aprés 24 heures de traitement, nous avons
procédé a I’extraction des protéines totales.

b. La lignée de cellules p-pancréatique, INS-1
Les cellules INS-1 de rat ont été cultivées dans du RPMI 1640 supplémenté avec 10 mM

d’HEPES, 50 mM de B-mercaptoethanol, 1 mM de sodium pyruvate, 10% de SVF, 100
U/ml de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine (Invitrogen, Paris, France) et
incubées a 37°C, sous atmosphére humidifiée 5% CO..

Dans un premier temps, nous avons traité les INS-1 selon le protocole décrit dans la
Figure 13 afin de tester I’impact de différentes doses d’Arglabine sur les cellules
pancréatiques. Nous avons ensuite étudié cet effet en présence de 200 nM de Rapamycine
et en présence de 10 mM de 3-Methyladenine (3-MA). Le traitement des cellules INS-1
par la Rapamycine induit un mécanisme cellulaire protecteur, 1’autophagie, en favorisant
la formation des autophagosomes et la fusion autophagosome-lysosome (162). Par contre,
le traitement par le 3-MA inhibe la formation des autophagosomes en bloquant I’activité
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de l'une des enzymes clés de la voie PKB/Akt, la kinase PI3K de type III

(Phosphatidylinositide 3-kinase), enzyme essentielle a I’induction d’autophagie (163).

2. Culture des ilots de langerhans
a. Prelévement
Les ilots de Langerhans ont été prélevés suite a une injection de 4 ml d’une solution de

collagénase a 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) au niveau du canal cholédoque de
souris ApoE2.Ki. et de souris ApoE2.Ki/NLRP3™. Les pancréas ont été ensuite digérés a
37°C durant 20 min. La digestion enzymatique a été arrétée par 1’ajout de sérum HBSS
froid. Aprés une série de lavages a froid par le serum, les flots de Langerhans ont été triés
et comptés sous microscope. Le nombre maximal d’ilots de Langerhans que nous avons

prélevés a été estimé a 800 Tlots par souris.

b. Mise en culture
Nous avons étudié I’impact des différentes doses d’Arglabine sur [D’activité de

I’inflammasome NLRP3 (Figure 13) au niveau des filots de Langerhans de souris
ApoE2.Ki. La spécificité de I’effet d’ Arglabine pour I’inflammasome NLRP3 a été testée

en étudiant son effet sur les Tlots de Langerhans de souris ApoE2.Ki /INLRP3™".

3. Test de viabilité cellulaire

L’Arglabine est une molécule dont I’effet n’a pas été encore élucidé. Dans un premier
temps, il était donc indispensable de mettre en évidence I’effet de différentes
concentrations d’Arglabine sur la viabilité cellulaire par le test de la lactate
déshydrogénase (LDH). Les cellules mortes présentent une membrane perméabilisée qui
libére leur contenu cytosolique, tel que la LDH, dans le milieu extracellulaire. La LDH
est une enzyme glycolytique qui oxyde le lactate en pyruvate, en transférant des électrons
vers le cofacteur nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD™) pour former le NADH. Ce
dernier cede des électrons a la flavine adénine dinucléotide (FAD*) qui forme un
complexe avec la diaphorase (Figure 14). Cette enzyme catalyse la réduction du sel de

tétrazolium (jaune) en formazan (rouge).
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LDH

Lactate ﬁ Pyruvate

NAD+ NADH + H+

Diaphorase-FADH2 Diaphorase-FAD*

X

Tetrazolium Formazan
(yellow) (red)

Figure 14. Principe du test de viabilité cellulaire de la lactate
déshydrogénase
La LDH oxyde le lactate en pyruvate en réduisant le NAD* en NADH. Ce
dernier est oxydé en NAD™ et réduit le complexe diaphorase-FAD* en
diaphorase-FADH2 qui réduit le tétrazolium en formazan.

L'activité de la LDH peut étre dosée par deux méthodes. La méthode 1 reflete le nombre
total de cellules vivantes et la méthode 2 évalue 1’intégrité de la membrane cellulaire a
travers I’évaluation de la quantité de LDH libérée dans le surnageant cellulaire. La lecture
est faite par spectrophotométrie a 490 nm et les résultats sont exprimés en pourcentage

par rapport au controle selon la formule suivante :

(Sample — Media) — (Untreated Sample — Media)

%LDH release=
A e [ ysis - Lysis Media) - (Untreated Sample- Media)

x100

4. Dosage des cytokines pro-inflammatoires, ELISA
Aprés 24 heures de traitement (Figure 13), le surnageant est conservé a -80°C afin de

doser les cytokines pro-inflammatoires, I’IL-1f et I’IL-18.

a. Dosage de I'IL-1p
L’IL-1P sécrétée par les cellules a été dosée par un kit ELISA, Mouse ELISA Max Deluxe

Set, Biolegend, Paris, France. Une solution d’anticorps primaire polyclonal anti-IL-1p de
souris (100 pl/puits, dilué au 1/200) a été incubée durant une nuit a 4°C dans une plaque
de 96 puits. La plaque a ét¢ lavée a I’aide de 300 ul de la solution de lavage par puits et
ensuite incubée pendant 1 heure a température ambiante avec 200 pl/puits d’une solution

de blocage, suivi d’une série de trois lavages. Apres le blocage, 100 pul de chaque
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échantillon ont été ajoutés et incubés pendant 2 heures a température ambiante. Apres
lavages, 100 pl d’anticorps secondaire anti-IL-1p (dilué au 1/200) ont été ajoutés. 1 heure
apres, la plaque a été lavée et 100 ul d’Avidine-HRP (Avidin Horseradish Peroxidase)
ont été ajoutés dans tous les puits et la plaque a été incubée pendant 30 minutes a
température ambiante. Apres cing lavages, un substrat de la peroxydase (100 pl/puits) a
été ajouté. Apres 15 minutes, une coloration bleue se développe suite a I’oxydation du
substrat. Cette réaction a été arrétée par 1’ajout de 100 ul d’acide sulfurique et un produit

de coloration jaune est apparu. L’absorbance de ce produit a été mesurée a 450 nm.

b. Dosage de I’IL-18
L’IL-18 sécrétée par les cellules a été dosee par le kit ELISA, Mouse IL-18 ELISA Kkit,

MBL, Paris, France. 100 ul de chaque échantillon ou des dilutions de la gamme étalon ont
¢té transférés dans les puits d’une plaque “’précoatée’’ avec un anticorps monoclonal
anti-1L-18 pour une incubation d’une heure a température ambiante. Aprés lavage, 100 ul
d’anticorps monoclonal anti-1L-18 conjugué a la peroxydase ont été ajoutés dans les puits
et incubés pendant 1 heure. Par la suite, les puits ont été lavés et incubés avec 100 ul du
substrat de la peroxydase durant 30 minutes. La réaction a été arrétée par I’ajout de 100

ul de la solution stop (acide sulfurique) et I’absorbance a été mesurée a 450 nm.

5. Immuno-détection par Western blot
a. Extraction et dosage de protéines
Apres 24 heures de traitement, les cellules ont été récoltées dans un tampon de lyse

(Annexe I). L’extrait cellulaire est lysé mécaniquement, pendant 60 minutes, sur une roue
a 4°C, avant d’étre centrifugé a 14000 rpm a 4°C pendant 10 minutes. Les protéines
contenues dans le surnageant ont été dosées par la méthode colorimétrique de Bradford
(kit BCA Protein Assay, Pierce, Paris, France) avec lecture de densité optique au
spectrophotomeétre a 570 nm. Une gamme étalon d’albumine sérique bovine (BSA : de 0

a 2 mg/ml) a été réalisée en paralléle.

b. Western blot
30 g de lysat protéique ont été repris dans du tampon de dénaturation 4X (tampon de

Laemmli, Annexe I). Aprés dénaturation (5 min a 95°C), les protéines ont été séparées

selon leur taille par électrophorése sur gel de polyacrylamide dans un tampon de
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migration (Annexe I1). Les protéines ont été électrotransférées en milieu liquide (tampon
de transfert, Annexe I1) sur membrane de PVDF. Apres saturation des sites de liaison non
specifiques par le tampon de saturation (lait écrémé 5% et Tween-20 0,1% dans du PBS
1X), la membrane a été incubée sous agitation pendant une nuit a 4°C en présence de
I’anticorps primaire. Les anticorps primaires utilisés au cours de cette étude sont

répertoriés dans le tableau I1.

Anticorps Référence Facteur de dilution
Anti-NIrp3 R&D Systems 1:250
Anti-1L-1p et -pro-1L-1p Biovision 1:1000
Anti- caspase-1 et -pro-caspase-1 Santa Cruz 1500
(p10)
Anti-caspase-1 (p20) Santa Cruz 1:200
Anti-p actine Santa Cruz 1:1000

Tableau Il. Anticorps utilisés et facteurs de dilution
La membrane a été par la suite incubée en présence d’un anticorps secondaire couplé a la
peroxydase dont le signal a été révélé a 1’aide d’un kit de chemiluminescence ECL
(Pierce ECL Western blotting Substrate, Paris, France). Les lavages ont été effectues,
aprés chaque étape d’incubation avec du tampon PBS/Tween 0,1%. Afin de vérifier que
les quantités de protéines déposées sont identiques dans chaque condition testee, la

membrane a été déshybridée puis réhybridée avec un anticorps anti-p actine.

Suite aux résultats trés prometteurs obtenus au cours de I’étude in vitro, nous avons
étudié l’effet de la molécule d’Arglabine in vivo chez des souris ApoE:.Ki et
ApoE,.Ki/NLRP3™,
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I1l. ETUDE IN VIVO

1. Modeles transgéniques
a. Souris ApoE2.Ki
L’allele €2 du gene codant pour I’ApoE est li¢ génétiquement a un risque de

développement de désordres métaboliques et vasculaires. L’isoforme humaine ApoE:
(e2/e2) se fixe mal sur les récepteurs membranaires des LDL et cette isoforme est
strictement associée a une hyperlipoprotéinémie de type Il qui prédispose a une

athérosclérose précoce sévére chez ’homme (164).

La lignée de souris homozygote ApoE».Ki a été générée par Sullivan, P.M. et ses
collaborateurs en 1997 (165). Les séquences codantes (exons 2-3-4) du géne ApoE murin
ont été remplacées par les séquences codantes du gene ApoEz humain (exons 2°-3-4)
(Figure 15). Briévement, le fragment codant pour 1’ApoE> humaine a été inséré dans un
vecteur pPNT isolé du plasmide pHEG-1. Les cellules souches embryonnaires BK-4,
sous-clone de cellules E14TG2, ont été mises en culture sur des fibroblastes
embryonnaires irradiés avec 3000 rads (1 rad = 0.01 Gy). Ces cellules ont été
électroporées avec le vecteur pPNT contenant les exons 2°, 3* et 4°. Les clones résistants
a la néomycine et a la thymidine kinase ont été recueillis 14 a 21 jours apres, pour
expansion. Ces clones ont ensuite été microinjectés dans des blastocystes de la lignée de
souris C57BL/6 puis transplantés dans 1'utérus de femelles pseudo-gestantes. Les
chimeres ainsi obtenues ont été sélectionnées par Southern blot et mises en reproduction
(165).

p. 80



« 8.3kb --- >
<-- weeeeeo- T5KD ---oe-es >
E SH H BSE H BP K H
A 2l I Pl g i ool >
) T u P >
e Ysu 1,g 2 3 4 XI‘.
BS 1
B | Ll | :" TK - vector |
< E E S .
1 20 ¥ 4
hug?2
E SH H BS ES KE B H
C ::;I L | :i g ml = Neo ?—'—E
1z 3 & Ad
1 kb hug2 Probe
ommnnnnanaa, 11.2kb -eeee e
PR 15kb >
O —— 7.8Kkb >

Figure 15. Remplacement du gene ApoE de souris par le gene ApoE2 humain

A. Organisation génomique du géne de la souris ApoE contenant les exons 1-4 (rectangles
noirs). B. Construction du vecteur pPNT résistant a la néomycine (Neo) et a la thymidine
kinase (TK). Les exons 2°, 3” et 4’ du géne ApoE; (huEy) ont été introduits entre les deux sites
des enzymes de restriction Sacl. C. Le géne chimérique résultant code pour 1‘isoforme ApoE>
humaine exprimée par la souris. La sonde exon 4 de la souris a été utilisée par Southern blot
pour détecter les souris exprimant I’ ApoE, (165). E: EcoRI, S: Sacl, H: Hind 11, P: Pvul, K:
Kpnl, X: Xbal, B: BamHI.

b. Souris NLRP3"

Les souris NLRP3” ont été fournies par le Professeur Jiirg Tschopp (Université de

Lausanne, Switzerland) (40). Ces souris ont été invalidées pour le gene codant pour la

protéine NIrp3 par une cassette EGFP insérée en amont du codon d'initiation de la

transcription ATG de I’exon 2 (Figure 16). Cette cassette est suivie par une queue poly

(A), SV40, ce qui entraine un blocage de I’expression de la protéine Nlrp3 au niveau

génique. Les cellules souches embryonnaires transformées ont été sélectionnées par une

cassette de résistance, PGK-neo, insérée au niveau de I’intron 2 entre deux sites loxP

(40).
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Figure 16. Génération de la lignée NLRP3"
A. Le géne qui code pour la protéine NIrp3 est composé de quatre exons. Afin de bloquer
I’expression de cette protéine, une cassette EGFP suivie d’une queue poly(A) a été insérée au
niveau de 1’exon 2. La cassette PGK-NEO a été utilisée pour sélectionner les cellules
embryonnaires transformées. B. Electrophorése d’un produit de PCR extrait d’une souris sauvage,
d’une souris NLRP3" et d’une souris NLRP3*" (40).

c. Souris ApoE2.Ki/NLRP3"
Les souris homozygotes ApoE2.Ki/NLRP3” ont été générées dans notre laboratoire aprés

plusieurs croisements entre les deux lignées homozygotes ApoE2.Ki et NLRP3”. Le
génotype des descendants issus de chaque croisement a été vérifié par PCR classique

selon le protocole ci-dessous.
- Extraction d’ADN génomique

L’ADN génomique a été extrait a partir de la queue de souris. Environ 2 mm de queue
ont été incubés 25 min a 95°C avec du tampon de lyse (Annexe III). Apres

refroidissement, 1’extrait a été neutralisé avec un tampon Tris HCI (Annexe I11).

- PCR classique

2 ul d’ADN ont été incubés avec 1 U de Tag-ploymérase (Sigma), 25 mM de dNTP, 10
uM d’amorce et de tampon Tag-polymérase dans un volume réactionnel de 20 pl. Les
amorces PCR utilisées pour amplifier ’ADN génomique de souris sont répertoriées dans

le tableau 111 et le programme de PCR pour les deux genes est décrit dans le tableau 1V.
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Amorces Séquences des amorces

CCAGGTCACCCAGGAACTG
Amorces ApoE:2.Ki
CTCCTTCATGGTCTCGTCC

AAGTCGTGCTGCTTCATGT
Amorces NLRP3” TCAAGCTAAGAGAACTTTCTG
ACACTCGTCATCTTCAGCA

Tableau I11. Sequences des amorces utilisées pour le génotypage des souris

Température Durée Nombre de cycle

94°C 5 1
94°C 15>
60°C 30”

39
72°C 45>
72°C 5 1
4°C

Tableau IV. Programme de PCR classique utilisé pour le génotypage de souris
2. Traitement des souris

Les souris femelles ApoE2.Ki et ApoE..Ki/NLRP3” &gées de 6 semaines ont été
subdivisées en trois groupes de 6 souris. Le 1% groupe de chaque lignée, groupe contrdle,
a été soumis a un régime normal, chow diet. Les 2°™ et 3°™ groupes ont été soumis a un
régime athérogene de type High Fat Diet (HFD), avec ou sans injection d’Arglabine. Ces
souris ont €té traitées par deux doses journalieres d’Arglabine (2.5 ng/g de m.c.),
administrées par voie intra-péritoneale durant 13 semaines. Les souris placées sous
régime chow diet ont été traitées par du DMSO. Le régime HFD (E15721-347; ssniff
Spezialdiaten, GmbH, Allemagne) est composé de 17,1% de protéines, 21,2% de
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matieres grasses brutes, 5% de fibre, 4,5% de cendre, 14,5% de fecule, 32,8% de sucre,
18000 Ul/kg de vitamine A, 1800 Ul/kg de vitamine D3, 180 mg/kg de vitamine E, 24
mg/kg de vitamine K3, 1236 mg/kg de vitamine C et 14 mg/kg de cuivre.

3. Caractérisation des lésions athéroscléreuses
a. Dissection des souris
Les souris ayant ou non subi un régime athérogene ont été anesthésiées par isofluorane

apres un jelne de 12 heures. Le plastron thoracique a été enlevé et le sang du sinus retro-
orbital a été prélevé sur EDTA (0.1 M). Le sang a été centrifugé a 4°C pendant 20 min a
630xg. Les échantillons de plasma ont été conservés a -80°C pour des analyses

ultérieures.

Apres prélevement de certains organes (pancréas et rate), le coeur et 1’aorte ont été
perfusés 3 a 4 fois par le PBS 1X afin d’¢liminer le sang. Le cceur a été prélevé et
conservé dans du PFA 4% a 4°C et I’aorte entiere a été délicatement séparée de la
colonne vertébrale. L’aorte a été récupérée, de la crosse aortique jusqu’a la bifurcation
iliaque, nettoyée de la graisse qui 1’entoure, fixée dans du formalin 10% et ensuite

conserveée a 4°C.

b. Coloration histologique des aortes
Pour mettre en évidence la présence de lésions athéroscléreuses, 1’aorte a été ouverte,

rincée avec de 1’éthanol 70% et colorée au rouge sudan IV (Sigma-aldrich) qui met en
¢vidence les lipides. Apres décoloration a I’éthanol 80% et rincage a 1’eau, 1’aorte est
prise en photo a I’aide d’une caméra vidéo CAMIRIS (Perfexsciences Toulouse). La
surface des lésions a été évaluée et exprimée en pourcentage par rapport a la surface

totale de l'aorte a I’aide du logiciel ImageJ.

C. Inclusion du cceur de souris par congélation

L'inclusion permet une réalisation de coupes fines et réguliéres du cceur de souris. Les
cceurs ont été inclus dans la solution OCT dans des moules en plastique. Les blocs ont été
maintenus dans un bain d’isopenthane 100% refroidi dans 1’azote liquide. Ils ont été

ensuite conservés a -80°C.
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d. Coupes au cryostat
Des coupes au cryostat de 10 um d'épaisseur ont été réalisées au niveau du sinus aortique.

Pour chaque souris, 100 coupes ont été recueillies sur des lames de verre Superfrost

(VWR, France) et conserveées a -80°C.

e. Coloration a I’Hématoxyline/ Eosine (H&E)
Les lames ont été¢ plongées dans une solution d’hématoxyline de Harris pendant 3 min

puis rincées a 1’eau pendant 3 min et décolorées dans une solution d’alcool-acide (HCI
37% dans de 1’éthanol 70%) pendant 2 sec. Aprés lavage a 1’eau pendant 3 min, les lames
ont été plongées dans un bain d’éosine 0.1% pH 4-5 pendant 30 sec puis rincées a I’eau.
Les échantillons ont alors été déshydratés (éthanol 95% puis 100%) et montés entre lame
et lamelle.

f. Histomorphomeétrie et évaluation quantitative des lésions
- Objectif et anticorps utilisés

L’objectif de cette étude consiste a évaluer quantitativement la présence de macrophages
en déterminant leurs phénotypes au niveau des 1ésions d’athérosclérose des souris traitées
ou non par I’Arglabine. L’immnuohistochimie a été effectuée en utilisant les anticorps
suivants : anticorps monoclonal anti-F4/80 produit chez le rat (Serotec); anticorps
polyclonal anti-CD206 produit chez la chévre (R&D Systems) et anticorps polyclonal
anti-1L-1p produit chez le lapin (Santa Cruz).
- Immuohistochimie sur coupes transversales de cceur de souris

L’¢étude immunohistochimique a été effectuée sur des coupes transversales du sinus
aortique pré-traitées par un mélange acétone-méthanol (50/50 vol/vol) durant 2 min.
Aprés 5 min d’hydratation par PBS 1X, les coupes ont été lavées avec 0,1% de Triton X-
100 préparé dans du PBS. L’activité peroxydase endogene a été inhibée par un traitement
a I’H202 3% pendant 30-60 min puis les lames ont été rincées au PBS. Les sites de
réactions non spécifiques ont éte satures par la BSA 4% (Sigma) durant 1 h et 1’anticorps
primaire a été ensuite ajouté sur les coupes pendant 1 h. Aprés avoir 6té 1’excédent
d’anticorps primaire (3 lavages PBS 1X de 3 min), les coupes ont été incubées avec
I’anticorps secondaire durant 1 h puis rincées 3 fois dans du PBS. La présence
d’anticorps sur les lames a ¢été révélée a I’aide du kit ABC (Vector). Apres 2 nouveaux

lavages au PBS, les coupes ont été incubées en présence du substrat de la peroxydase
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pendant 10 min. Les coupes ont été analysées avec un microscope Axiophot (Carl Zeiss)
et une caméra CCD Sony MC-3249.

4. Dosages sériques
a. Dosage des cytokines
Le plasma des souris ApoE2.Ki et ApoE,.Ki/NLRP3™ traitées ou non par 1’Arglabine a

été utilisé pour déterminer le niveau circulant de I’IL-1B, du TNF-a et de I’IL-10. Le
dosage a été effectué avec le kit Millipore (Millipore, Billerica, MA, USA). 25 ul de
plasma de souris ont été incubés a 4°C pendant une nuit avec 25 ul de billes associées a
des anticorps spécifiques de I’IL-1f, du TNF-a et de I’'TL-10. Il s'agit de microbilles (5,6
microns) identifiées par un code couleur spécifique a chaque cytokine, reconnues par un
systéme optique constitué de deux lasers. Aprés lavage, 25 ul d’anticorps conjugués a la
biotine ont été ajoutés et incubés pendant 1 h a température ambiante. Pour que la
réaction au niveau de la surface de chaque bille soit compléte, les billes ont été incubées
dans 25 pl de streptavidine-phycoérythrine durant 30 min. Apres lavage, 150 pl de
tampon ont été ajoutés afin de passer les billes, une par une, a travers un détecteur
(Luminex 200 Millipore apparatus) ou elles sont exposées a deux faisceaux lasers. Le
premier faisceau excite les colorants internes qui identifient la couleur de la bille et le
deuxieme excite la phycoérythrine. Ainsi, des processeurs de signaux numériques a haute
vitesse identifient chaque microsphére et quantifient le niveau d’expression de chaque

cytokine en se basant sur 1’émission des signaux fluorescents.

b. Dosage des paramétres lipidiques
- Dosage des triglycerides, du cholestérol total, des HDL et LDL cholestérol

Les triglycérides, le cholestérol total et le HDL cholestérol ont été respectivement dosés
avec les kits Randox, cholesterol RTU-Biomerieux et ultra N-Geneous HDL cholesterol
reagent-Sckisui Dignostics (Annexe [1V). La concentration plasmatique de LDL-
cholestérol a été déduite selon la formule de Friedwald : {LDL-cholestérol = cholestérol
total — (HDL-cholestérol + triglycerides/2,2)} (166). Dans le cas ou la concentration
plasmatique des triglycérides est >400 mg/dL (4.6 mmol/L), celle de LDL cholestérol est
directement calculée par méthode enzymatique (167).

p. 86



- Dosage des lipoprotéines

Nous avons dosé le taux plasmatique des lipoprotéines avec le kit de sous-fraction de
LDL et HDL du systeme Lipoprint de Quantimetrix (Quantimetrix Corporation, Redondo
Beach, CA, USA). Il existe cinq classes principales de lipoprotéines : les chylomicrons,
les lipoprotéines de tres basse densité (VLDL), les lipoprotéines de densité intermédiaire
(IDL), les lipoprotéines de basse densité (LDL) et les lipoprotéines de haute densité
(HDL). Le systéeme Lipoprint de Quantimetrix est en mesure de décomposer les LDL en
sept sous-fractions, numérotées de LDL-1 (les particules les plus grosses) a LDL-7 (les
particules les plus petites). Les IDL sont subdivisées en 3 sous-fractions et les HDL sont
subdivisées en 10 sous-fractions. Le principe de ce systeme consiste en une
électrophorese des différentes sous-fractions de lipoprotéines sur un gel de
polyacrylamide, linéaire et pré-moulé dans un tube en verre. C’est un gel de haute
résolution (3%), constitué de trois parties différentes : (i) un gel de chargement liquide
contenant un colorant lipophile qui se fixe proportionnellement a la quantité relative de
cholestérol dans chaque lipoprotéine, (ii) un gel de concentration et (iii) un gel de
séparation. Un volume de 25 ul d’échantillon et 200 pl de gel de chargement ont été
déposés dans chaque tube d’acrylamide. A 1’issue de 30 min de photopolymérisation des
gels de chargement, les tubes ont été placés dans la chambre d’électrophorése branchée a
une source d’alimentation qui délivre un courant de 3 mA par tube de gel, soit 36 mA
pour 12 tubes, avec une puissance maximale de 500 V pendant 60 min. Au cours de la
premiére phase d’électrophorése, les particules de lipoprotéines pré-colorées sont
concentrées par les gels de chargement et de concentration en une bande étroite et nette.
A travers la matrice de gel de séparation, elles se répartissent en bandes de lipoprotéines
en fonction de la taille de leurs particules, des plus grosses aux plus petites, sous I’action
de tamisage du gel : ce sont les lipoprotéines HDL qui migrent le plus loin, suivies par les
LDL a petites particules denses, puis par les LDL a particules plus grosses et flottantes,
par les bandes intermédiaires (constituées principalement d’IDL) et enfin par les VLDL.
Les chylomicrons éventuellement présents apparaissent au-dessus du gel de concentration
ou restent dans le gel de chargement. Les gels ont été par la suite scannés par
densitométrie a 610 nm et analysés par un ordinateur équip¢ d’un programme d’analyse

LipoWare.
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c. Dosage des anticorps anti-LDL oxydées
- Isolement des lipoprotéines

Des LDL humaines (d=1.030-1.053 g/mL) ont été isolées a partir de sang frais de sujets
volontaires sains. Ces LDL ont été suspendues dans du PBS 1X contenant 0,01%
d’EDTA afin d’éviter leur oxydation. Ensuite, les LDL ont été stérilisées par filtration et
conservées a 4°C sous nitrogene. Leur mobilité a été évaluée par électrophorése sur

hydragel (Sebia, France).
- Oxydation des lipoprotéines

L’exceés d’EDTA a été enlevé par une série de lavages avec du PBS 1X. L’oxydation a
été initiée suite a une incubation des LDL avec 5 uM de cuivre (CuSQOs) & 37°C durant 24
h. Une fois que I’oxydation est arrétée par I’ajout de 20 uM d’EDTA, nous avons testé la

contamination des LDLox par le biais du kit limulus amoebocyte lysate (LAL) (Sigma).

Le principe de ce kit a été mis en évidence en 1964 par Bang F. B. et Levin J. (168, 169).
Il s’agit d’une évaluation semi-quantitative d’endotoxine présente au niveau des
¢chantillons de LDLox. Le principe de ce test consiste a évaluer I’interaction de
I’échantillon testé avec le lysat d’amaebocytes de limule : C’est un extrait aqueux de
cellules sanguines (amcebocytes) de la limule Limulus polyphemus. La présence de
bactéries dans 1’échantillon testé est associée a une réaction enzymatique entre les
enzymes des granules des amcebocytes et le composant structurel unique de la paroi
cellulaire bactérienne, le LPS. Cette interaction est responsable de la coagulation du sang
de la limule, la base du test LAL (170). En effet la réaction de coagulation est une
cascade d’étapes d’activation enzymatique aboutissant au clivage d’une protéine, le
coagulogene. Le produit insoluble du clivage du coagulogéne, la coaguline, s’unit par
interaction ionique (171, 172). Si une quantité suffisante de coaguline est formée, une
turbidité apparait suivie par la formation d’un gel-caillot, proportionnelle a la quantité de
LPS au niveau de I’échantillon testé. L’analyse des échantillons de LDLox par le test
LAL montre moins de 0.75 IU de LPS/m.
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- Dosage des anticorps anti-LDL oxydées

100 pul de LDLox a 5 ug/ml resuspendus dans du PBS 1X ont été incubés dans une plaque
de 96 puits durant une nuit a 4°C. Aprés 1’étape de pré-coating, les puits sont saturés par
1% de BSA durant 2 h & température ambiante. 100 ul de sérum (dilués au 1/40) de souris
ApoE2.Ki et ApoE2.Ki/NLRP3” ont été incubés a température ambiante durant 2 h.
Apres une série de trois lavages, nous avons déposé un mix d’IgG/d’IgM conjugués a la
peroxydase (dilué au 1:1000, Beckman-Coulter, Paris, France). La plaque a été incubée a
température ambiante durant 2 h. Le substrat utilisé au cours de ce dosage est 1’ortho-
phenylenediamine dichloride (OPD, Sigma) et I’absorbance de I’activité de la peroxydase

alcaline a été mesurée a 492 nm.

d. Dosage de la glycémie et de I’insulinémie
L’insuline a été dosée avec le kit Rat Insulin ELISA (Crystal Chem, Chicago, IL). Ce kit

repose sur la capture de I’insuline de souris/rat dans 5 ul de plasma par un anticorps
monoclonal immobilisé dans la microplaque. Apres une série de 5 lavages, 100 ul d’un
2°Me anticorps monoclonal conjugué a la peroxydase ont été ajoutés. Aprés 30 min
d’incubation a température ambiante, nous avons éliminé les anticorps marqués non liés
par une série de 7 ringages. L anticorps conjugué a été détecté par réaction avec la 3, 3°,5
,5’-tétraméthylbenzidine (TMB) qui donne une coloration bleue qui vire au jaune apres
ajout de la solution d’arrét. La concentration d’insuline dans I’échantillon a été calculée
par référence a une série de standards et I’intensité de la couleur développée est
proportionnelle a la concentration d’insuline présente dans 1’échantillon.

La glycémie des souris a été dosee par un dosage enzymatique et colorimétrique avec le

kit de dosage du glucose a la glucose oxydase/peroxydase, Sordalab (Annexe 1V).

5. Cytométrie de flux
Aprés sacrifice des animaux, la rate a été placée sur de la glace, lavée et incubée a 4°C

dans du PBS 1X contenant 0.5% de BSA. Aprés homogénéisation de la rate a I’aide d’un
broyeur, la suspension cellulaire a été successivement filtrée sur nylon (pores 80 um puis
40 um) et centrifugée a 1400 tr/min durant 10 min. Les érythrocytes ont été lysés a I’aide
d’un tampon de lyse ACK (Tris HC1 17 mM, NH4Cl 144 mM, pH 7.4). Aprés 3 lavages,
les splénocytes ont été filtrés a nouveau puis comptés sur cellule de Malassez. Les
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splénocytes ont été ensuite incubés 1 h a 4°C sous agitation dans un cocktail d’anticorps
couplés a la phycoérythrine (PE) (anticorps anti-Ly6C [Miltenyi Biotec Allemagne]),
couplés a la PE-Cy5 (anticorps anti-CD4, anticorps anti-CD8 et anticorps anti-B220 [BD
Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA]) et couplés a la Fluorescéine isothiocyanate
(FITC) (anticorps anti-CD11b [Miltenyi Biotec, Allemagne]). Apres incubation, les
cellules ont été lavées 2 fois puis resuspendues dans 500 ul de PBS 1X a une
concentration de 50x10° cellules/ml. Les mesures ont été prises sur un cytométre de flux
BD LSR-I1I (BD Biosciences) et ’analyse des données a été effectuée a ’aide du logiciel
FlowJo (Tree Star’s, Ashland, OR, USA).

IV. ETUDE DE L’APOPTOSE DES CELLULES B-PANCREATIQUES
Etant donné que la mort des cellules B-pancréatiques par apoptose est la caractéristique

majeure du DT2, nous avons étudié ’effet de I’ Arglabine sur ce mécanisme cellulaire
chez les souris ApoE2.Ki susceptibles a un DT2. Afin d’atteindre cet objectif, nous avons
étudié D’expression de la caspase 3, médiateur essentiel de [I’apoptose, par

immunohistochimie.

Les pancréas ont été laves dans du PBS 1X et ensuite fixés dans du formalin 10% et
conservés a -80°C. Des sections de 10 um d'épaisseur ont été réalisées sur les pancréas
congelés. Les coupes ont été d’abord traitées avec 0,3% H.O: et ensuite bloquées avec de
la BSA 4% (Sigma). L’anticorps primaire utilisé est un anticorps polyclonal anti-caspase
3 et anti-pro-caspase 3 (Cell Signaling, 1:1000) et la révélation a été effectuée a 1’aide
d’un anticorps secondaire de lapin conjugué a la peroxydase. Afin d’étudier les
mécanismes d’action impliqués, nous avons étudi¢ I’effet de I’ Arglabine sur I’apoptose in
vitro, au niveau des cellules INS-1. Apres 24 h de traitement (Figure 13), une immuno-
détection par Western blot a été effectuée sur le lysat protéique afin d’évaluer
I’expression de la protéine pro-apoptotique Bax et de la protéine anti-apoptotique Bcl-2.
Les anticorps anti-Bax et anti-Bcl-2 produits chez le lapin (Cell Signalling, 1 :1000), ont
été utilisés comme anticorps primaires. La révélation a été réalisée par une réaction de
chemiluminescence en utilisant le systtme ECL et I’intensité relative des bandes a été

déterminee a I’aide du logiciel ImageJ 1.48v.
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V. ETUDE DE L’AUTOPHAGIE
L’autophagie, processus de survie cellulaire, est fortement impliquée dans le processus

inflammatoire responsable de I’installation du DT2 (173) en assurant le maintien de la
structure, de la masse et de la fonction des cellules B-pancréatiques (174). Par ailleurs,
nous avons étudié I’effet de I’ Arglabine sur ce mécanisme protecteur in vitro, au niveau
de la lignée INS-1 et au niveau des Tlots de Langerhans de souris ApoE2.Ki. L’étude de
I’autophagie a été effectuée par Western blot afin d’évaluer I’expression de la protéine
Becline 1 (Bcl2-interacting protein) et de la protéine LC3 (light chain 3 des protéines
associées aux microtubules). La révélation a été effectuée suite a I’incubation du lysat
protéique avec des anticorps primaires anti-Becline 1 et anti-LC3 produits chez le lapin
(Cell Signalling, 1 :1000).

Nous avons également étudié 1’effet de 1’ Arglabine sur 1’autophagie dans le contexte de

I’athérosclérose. Cet effet a été ¢tudié au niveau des macrophages péritonéaux.

VI. ANALYSES STATISTIQUES
Les différents résultats obtenus au cours de la réalisation de ce travail sont exprimés en

moyenne * écart-type (SD). L’analyse statistique a été effectuée avec le test ‘t student’,
le test ‘Wilcoxon rank sum’ couplé au test ‘Dunn-Sidak correction’ et le test ‘Kruskal-
Wallis’. Les résultats pour lesquels p est inférieur a 0,05 sont considérés comme
statistiquement significatifs.
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Résultats
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CHAPITRE |

IDENTIFICATION DE LA MOLECULE D’ARGLABINE

I. L’ARGLABINE
L’Arglabine [1(R), 10(S)-epoxy-5(S), 5(S), 7(S)-guaia-3(4),11(13)-dien-6, 12-olide] est

un sesquiterpene o-méthyléne-y-butyrolactone extrait de la plante A. glabella, sous forme
d’un composé cristallin. L’Arglabine de formule chimique, CisH1g03, est un
cyclopentane formé de cing stéréos centres contigus (Figure 17.A). Cette molécule se
caractérise par la présence d’une double liaison exocyclique conjuguée a la structure y-
butyrolactone au niveau du C-2 (Figure 17.B). Cette particularité lui confére la possibilité
de réagir avec les fonctions chimiques nucléophiles des protéines par une addition dite
1,4 ou addition de type Michael. Ce mode d'action semble jouer un réle essentiel dans

I’activité biologique de la molécule d’Arglabine (175, 176).

H,C

Figure 17. A. Molécule d’Arglabine. B. Fonction y-butyrolactone

Il. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
L’¢étude des caractéristiques de I’ Arglabine montre une forte stabilité dans le DMSO pur

qui peut durer 12 jours avec un intervalle de température allant de -20°C jusqu’a +50°C.

Dans le plasma, 1’ Arglabine est moins stable et sa demi-vie est estimée a une heure.
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Par spectrométrie de masse nous avons détermine la formule chimique de I’ Arglabine et
nous avons étudié ses propriétés physico-chimiques. Le résultat de cette étude est

répertorié dans le tableau V.

Formule chimique C15H1803
Poids moléculaire 246.30 g/mol
Masse exacte 246.13 g/mol

Masse monoisotopique  246.13 g/mol

Tableau V. Propriétés physico-chimiques de la molécule d’Arglabine
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CHAPITRE 11

EFFETS ANTI-INFLAMMATOIRES ET ANTI-ATHEROGENES DE
LA MOLECULE D’ARGLABINE CHEZ DES SOURIS APOE:.KI
SUSCEPTIBLES A L’ATHEROSCLEROSE

I. PUBLICATION
Cette étude est publiée dans Circulation (Annexe V)

A. Abderrazak, D. Couchie, D.F. Darweesh Mahmood, R. El Hage, C. Vindis, M.
Laffargue, V.Matéo, B. Buchele, M.R. Ayala, M. El Gaafary, T. Syrovets, M-N. Slimane,
B. Friguet, T. Fulop, T. Simmet, Kh. El Hadri and M. Rouis. Anti-Inflammatory and
Anti-Atherogenic Effects of the Inflammasome NLRP3 Inhibitor, Arglabin, in
ApoE2.Ki Mice Fed a High Fat Diet. 2015; 131:1061-1070.

Il. RESULTATSDES ETUDES IN VITRO

1. L’Arglabine : une molécule anti-inflammatoire

- L’Arglabine inhibe I’expression de I’'IL-1p, de I’IL-18 et de la caspase-1
au niveau des macrophages péritonéaux de souris

Nous avons étudié 1’effet de I’Arglabine sur I’activité de I’inflammasome NLRP3 au
niveau des macrophages péritonéaux de souris C57BL/6. Ces cellules ont été stimulées
par le LPS afin d’activer la voie NF-«B et induire 1’expression des formes inactives de la
pro-IL-1B et de la pro-IL-18. Le traitement de ces macrophages par les cristaux de
cholestérol a induit 1’oligomérisation de 1’inflammasome NLRP3, I’auto-clivage de la
caspase-1 et I’activation de la pro-IL-1f et de la pro-I1L-18 respectivement en IL-1f et IL-
18 biologiquement actives. Ces conditions de culture miment le déroulement du
processus athéromateux au niveau de la paroi vasculaire chez I’homme. Les résultats de
cette étude montrent que le traitement des macrophages par I’Arglabine inhibe, d’une
facon dose-dépendante, 1’expression de I'IL-1B et de I’'IL-18. La diminution de leur
expression est maximale en réponse a 50 nM d’Arglabine et I’ECsp est d’environ 10 nM
pour les deux cytokines (Figure 18.A). Cette diminution est réversible aprés 72 h de
traitement et la viabilité cellulaire (>95%) n’a pas été affectée en réponse aux différentes

doses d’Arglabine (Figure 18.B). Nous avons alors eémis deux hypotheses dans cette

p. 95



¢tude afin de pouvoir expliquer 1’effet inhibiteur de I’Arglabine exercé sur I’activité de

I’inflammasome NLRP3.

>
w

Cytokines (% of control)

% of IL-1B (O—O ) or 1L-18 (@—@)

|
24 48 72 9%
Arglabin (nM) Time [hours]

Figure 18. Effet de la molécule d’Arglabine sur I’expression des cytokines pro-inflammatoires
par les macrophages péritonéaux de souris C57BI/6

A. Effet inhibiteur de 1’Arglabine sur I’expression de I’'IL-1f et de I’IL-18. Les macrophages ont
été d’abord stimulés par le LPS (10 ng/ml) afin de déclencher le ‘priming’, traités dans un 2°™
temps par différentes doses d’Arglabine (1, 10, 25 et 50 nM) pendant 1 heure et par la suite,
stimulés par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol durant 24 h. Absence d’effet inhibiteur significatif
sur I’expression de I’'IL-6 et de I'IL-12. Cet effet a été étudié sur des macrophages péritonéaux
stimulés par le LPS (10 ng/ml) et traités par 1’ Arglabine (1, 10, 25 et 50 nM). Les cytokines pro-
inflammatoires sécrétées dans le surnageant cellulaire ont été quantifiées par ELISA (IL-1p et IL-
18) et par le kit Multiplex (IL-6 et IL-12). B. La réversibilité de ’effet de la molécule d’Arglabine
a été étudiée chaque 24 h durant une période totale de 96 h. Les macrophages ont été stimulés par
le LPS et les cristaux de cholestérol en présence de 50 nM d’Arglabine. L’effet de I’ Arglabine est
réversible aprés 72 h d’incubation. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne +SD.

- Hypothése 1: L’Arglabine inhibe-t-elle la voie du facteur de transcription
NF-kB?

Pour tester cette hypothése, nous avons étudié I’effet de 1’ Arglabine sur I’expression de

deux cytokines NF-kB dépendantes, I’'IL-6 et I’IL-12. Ces deux médiateurs pro-

inflammatoires jouent un rdle direct dans I’inflammation artérielle et dans

I’athérosclérose : I’'TL-12 est un marqueur des macrophages pro-inflammatoires M1 et est

un puissant promoteur de la voie de différenciation Thl. Chez la souris ApoE™, la

déficience en IL-12 réduit significativement le développement de 1’athérosclérose (177).
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L’IL-6 est produite de maniere importante par les macrophages, en particulier par les
cellules spumeuses, et sa concentration plasmatique est étroitement corrélée avec le
risque de développement de maladies cardiovasculaires chez 1’homme (178).
L’expression NLRP3-indépendante de I’'TL-6 et de I’'TL-12 a été étudiée au niveau des
macrophages péritonéaux de souris C57BL/6 stimulés par le LPS (10 ng/ml) et traités par

différentes doses d’ Arglabine.

Le kit Multiplex de Millipore (Millipore, Billerica, MA, USA) a été utilisé pour quantifier
I’expression de ces deux cytokines. Le résultat montre que 1’ Arglabine ne présente aucun
effet significatif ni sur I’expression de I’'IL-6 ni sur celle de I’IL-12 (Figure 18.A). Ainsi
la premiere hypothese émise est a rejeter et cette étude semble suggérer que 1’ Arglabine

n’inhibe pas la voie du facteur de transcription NF-kB.

- Hypothése 2: IP’Arglabine inhibe-t-elle I’expression des protéines de
Pinflammasome NLRP3?
Nous avons evalué par Western blot 1’expression des protéines NIrp3, pro-IL-1p, pro-
caspase-1 et caspase-1 au niveau du lysat des macrophages péritonéaux de souris traités
par le LPS (10 ng/ml), I’ Arglabine (50 nM) et les cristaux de cholestérol (1 mg/ml).

Premierement, nous avons montré que 1’Arglabine réduit significativement 1I’expression
des protéines Nlrp3, caspase-1 et pro-IL-1p (Figure 19). Ces données indiquent que
I’ Arglabine inhibe le processus d’auto-activation de la pro-caspase-1 et I’expression de sa
forme active, la caspase-1. Ce résultat montre clairement que 1’Arglabine induit une
dégradation des protéines du complexe NLRP3, ce qui inhibe 1’oligomérisation de la
protéine Nlrp3 avec ASC et inhibe donc I’activation de la pro-caspase-1. Le résultat de
cette étude est similaire a celui observe dans le cas de traitement des macrophages par un
inducteur d’autophagie, I’EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution) (Figure 19). Il est a
noter que des données récentes, publiées en 2013, ont montré que I’autophagie est 1’une
des voies de régulation de I’inflammasome NLRP3 qui agit en inhibant 1’activation de

I’IL-1pB au niveau des macrophages de souris (179).

A travers cette étude nous avons voulu confirmer D’effet inhibiteur de la molécule

d’Arglabine mis en évidence précédemment par ELISA. Nous avons donc évalué
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I’expression de I’IL-1B au niveau du surnageant (SN) des macrophages en culture par
Western blot (Figure 19). Les résultats de cette étude valident les résultats déja obtenus et

montrent que 1’ Arglabine réduit de facon significative 1’expression de I’'TL-1p.

L’ensemble de ces résultats confirme I’hypothése émise et montre que 1’effet inhibiteur
de I’Arglabine s’exerce préférenticllement au niveau des protéines constituant
I’inflammasome NLRP3.
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Figure 19. L’Arglabine réduit ’expression de I’'IL-1f et de la caspase-1 au
niveau des macrophages péritonéaux de souris C57BI/6

Les macrophages ont été d’abord stimulés par le LPS (10 ng/ml) durant 2 h,
traités dans un 2™ temps par 50 nM d’Arglabine pendant 1 h et par la suite,
stimulés par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol durant 24 h. Nous avons
évalué par Western blot le niveau d’expression des protéines Nlrp3, pro-IL-1B
et pro-caspase-1/caspase-1. L’expression de I’IL-1p a été évaluée au niveau du
surnageant cellulaire aprés 24 h de traitement. Le niveau d’expression de
chaque protéine a été normalisé par rapport au niveau d’expression de la B-
actine. SN: Surnageant ; NLRP3; : NLRP3 smaller form lacking LRR domain;
Caspase-1 interm: Caspase-1 intermédiaire (p35/p37 kDa).

p. 98



2. L’Arglabine : une molécule spécifique de I’inflammasome NLRP3
Nous avons développé trois stratégies afin d’étudier la spécificité de I’ Arglabine pour

I’inflammasome NLRP3 :

- Premiérement, nous avons étudié la spécificité des cristaux de cholestérol : ces
cristaux ont été construits au sein de notre laboratoire et il a d’abord fallu vérifier

leur spécificité pour I’inflammasome NLRP3.

- Ensuite, nous avons étudi¢ I’effet de 1’Arglabine sur trois types différents

d’inflammasomes stimulés par leurs activateurs spécifiques.

- Ces deux stratégies ont eté renforcées par une étude effectuée dans un contexte
différent de celui de I’athérosclérose. Pour ce faire, nous avons étudié 1’effet de
I’ Arglabine sur des macrophages stimulés par un activateur largement connu pour

sa specificité pour I’inflammasome NLRP3, I’ATP.

a. Les cristaux de cholestérol, activateurs spécifiques de I’'inflammasome
NLRP3

L’¢tude de la spécificité des cristaux de cholestérol a été effectuée sur des macrophages
péritonéaux de souris C57BL/6 appelés macrophages controles (NIrp3**), des
macrophages péritonéaux hétérozygotes pour la protéine NIrp3 (NIrp3*") et des
macrophages NIrp3”. Ces macrophages ont été d’abord traités par 10 ng/ml de LPS
durant 2 h et par la suite stimulés par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol durant 24 h. La
comparaison des résultats entre les macrophages controles et les macrophages NIrp3*-
montre que les concentrations de I’'IL-18 et de I'IL-1P sont réduites d’environ 50%. Au
niveau des macrophages NIrp3™, la concentration des deux cytokines est nulle (Figure
20). A travers cette étude, nous montrons la spécificité des cristaux de cholestérol pour
I’inflammasome NLRP3.
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Figure 20. Spécificité des cristaux de cholestérol pour I’inflammasome
NLRP3
Des macrophages péritonéaux des souris NIrp3**, Nlrp3*- et NIrp3” ont été
d’abord stimulés par le LPS (10 ng/ml) durant 2 h et traités dans un 2™ temps
par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol. Nous avons évalué, par ELISA,
I’expression de I’'IL-1f au niveau du surnageant cellulaire aprés 24 h de
traitement. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne =SD.

b. L’Arglabine, une molécule spécifique de I’inflammasome NLRP3

Pour valider sa spécificité, nous avons €tudié, dans un premier temps, 1’effet de
I’Arglabine sur les inflammasomes AIM2, NLRP1 et NLRC4. Ces
inflammasomes ont été stimulés respectivement par I’ADN double brin (DS-
DNA), par la toxine létale (Antrax) et par la flagelline (Figure 21). Pour chaque
activateur, nous avons étudié I’effet de deux concentrations sur des macrophages
péritonéaux de souris C57BI/6, prétraités par le LPS. Nous avons ensuite comparé
la concentration de I’'IL-1pB sécrétée par ces inflammasomes par rapport a celle
sécrétée en présence de 50 nM d’Arglabine. Les résultats de cette étude montrent
que le traitement par 1’Arglabine n’exerce aucun effet significatif sur I’IL-1p
secrétée par AIM2 (Figure 21.A), NLRP1 (Figure 21.B) et NLRC4 (Figure 21.C)
et montrent que I’effet inhibiteur de 1’Arglabine passe spécifiquement par
I’inflammasome NLRP3.
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Figure 21. Spécificité de I’Arglabine pour I’inflammasome NLRP3 au niveau des macrophages

peritonéaux des souris C57BI/6

Les macrophages ont été d’abord stimulés par le LPS (10 ng/ml) durant 2 heures, traités dans un 26
temps par 50 nM d’Arglabine durant 1 heure et par la suite, stimulés par (A) 1,25 et 2,5 pg/ml d’ADN
double brin (DS-DNA), (B) 250 et 500 ng/ml de toxine Iétale (Antrax) et (C) 312 et 625 ng/ml de
Flagelline. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £SD, *p<0,05, **p<0,01.

- Dans un deuxieme temps, nous avons ¢étudié leffet de 1’Arglabine sur

I’inflammasome NLRP3 stimulé par un autre activateur spécifique, I’ATP. Cette

¢tude montre que le traitement par 1’ Arglabine inhibe, de fagon dose-dependante,

la sécrétion de I'IL-1B par les macrophages péritonéaux stimulés par 5 mM

d’ATP (Figure 22). Ce résultat confirme I'étude évoquée précédemment et

démontre la spécificité de 1’ Arglabine pour I’inflammasome NLRP3.
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Figure 22. Spécificité de I’Arglabine pour I’inflammasome NLRP3 stimulé par PATP
Les macrophages péritonéaux de souris C57Bl/6 ont été d’abord stimulés par le LPS (10
ng/ml) durant 2 heures, traités dans un 2™ temps par différentes doses d’Arglabine (1, 10,
25 et 50 nM) durant 1 heure et par la suite, stimulés par 5 mM d’ATP. Aprés 24 h de
traitement, nous avons évalué I’expression de I’IL-1pB par ELISA. Le résultat a été analysé
par le test de Kruskal-Wallis. Dans le cas ou le test est positif, I’analyse statistique est
suivie par le test de Wilcoxon rank sum couplé au test de Dunn-Sidak. *p<0,05, **p<0,01.

3. L’Arglabine : une molécule inductrice de I’autophagie
Le résultat, similaire a celui d’EBSS mis en évidence précédemment, nous conduit d’ores

et déja a déterminer le lien entre 1’ Arglabine et la voie de I’autophagie. Une étude récente
a souligné I’importance du lien étroit entre 1’altération de I’autophagie, 1’accumulation de
cristaux de cholestérol au niveau artériel et le développement de plaques d’athérome
(180). En se basant sur le fait que la déficience en autophagie induit une athérosclérose a
travers ’activation de I’inflammasome NLRP3, Martinet W. et al. évoquent I’importance
de la découverte d’une approche thérapeutique pro-autophagique qui cible
I’athérosclérose et les maladies cardiovasculaires (181). Dans ce contexte, nous avons
¢tudié I’effet de I’ Arglabine sur I’expression du systéme de conjugaison LC3. Ce systéme
existe sous deux formes : une forme cytosolique, le LC3-I et une forme ancrée dans les
membranes des phagophores, des autophagosomes et des autophagolysosomes, le LC3-11.
Cette protéine est caractérisée par sa fonction structurale permettant 1’¢longation et la

formation de 1’autophagosome mature.
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Comme elle reste séquestrée dans les autophagosomes apres leur formation, la protéine
LC3-II est utilisée comme marqueur cellulaire pour étudier 1’autophagie et identifier les
autophagosomes. Il existe deux techniques principales pour étudier la voie d’autophagie a

travers la protéine LC3-11 : le Western blot et la microscopie confocale.
- Le Western blot

Dans notre étude, nous avons évalué I’expression de la protéine LC3-Il en réponse a
I’ Arglabine sur des extraits cellulaires issus de macrophages péritonéaux, stimulés ou non
par le LPS/cristaux de cholestérol. Afin de confirmer les données issues de 1’analyse du
Western blot, nous avons utilisé I’EBSS et la Bafilomycine A1 comme contrdles positifs.
La Bafilomycine Al, inhibiteur du flux autophagique, inhibe 1’activité de la VATPase
(Vacuolar-type H+ -ATPase), ce qui blogue les pompes a hydrogene des lysosomes.
Ainsi, ’augmentation du pH dans les lysosomes bloque [D’activit¢é des enzymes
lysosomiales qui ne sont actives qu’a pH faible et inhibe donc la fusion des

autophagosomes avec les lysosomes (182).
- L’approche de microscopie confocale

L’objectif de cette approche est de mettre en évidence la protéine LC3-I1 au niveau des
cellules en culture. Dans le cas ou 1’autophagie est induite, la LC3-11 se localise au niveau

de structure ponctiformes, les autophagosomes.

L’analyse des résultats du Western blot montre que 1’Arglabine augmente, de fagon
significative, I’expression du LC3-1l au niveau des macrophages stimulés (Figure 23.B)
ainsi qu’au niveau des macrophages non stimulés (Figure 23.A). L’induction de
I’autophagie est validée par la mise en évidence de « dots » fluorescentes (vertes)

contenant la protéine LC3-11 au niveau des autophagosomes (Figure 23.C).
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Figure 23. L’Arglabine induit I’autophagie au niveau des macrophages péritonéaux de souris
C57Bl/6

A. Les cellules ont été traitées par deux doses d’Arglabine, 50 et 100 nM. Aprés 24 h de traitement,
nous avons étudié I’expression de la protéine LC3-11 par Western blot. Cette expression a été aussi
évaluée au niveau du lysat protéique de macrophages traités par 30 nM de Bafilomycine Al. B. Sur
des macrophages traités par le LPS-cristaux de cholestérol, nous avons évalué 1’expression de LC3-
Il avec et sans traitement par I’ Arglabine. Cette expression a été comparée par rapport a celle des
macrophages incubés dans I’EBSS. C. Les cellules ont ét¢ d’abord incubées avec 50 nM
d’Arglabine durant 24 h, perméabilisées, hybridées avec 1’anticorps anti- LC3-11 (vert), le DAPI
(bleu) et ensuite analysées par microscopie confocale (agrandissement : 630x).

Les études effectuées in vitro sur le développement de I’athérosclérose montrent que
par induction d’autophagie, [’Arglabine inhibe spécifiquement [activité de
Pinflammasome NLRP3. Ces resultats tres prometteurs nécessitent désormais une
exploitation in vivo.

IIl. RESULTATS DES ETUDES IN VIVO
1. L’Arglabine : une molécule anti-inflammatoire qui induit ’expression de
I’IL-10
L’étude in vivo porte sur des souris ApoE2.Ki et des souris ApoE2.Ki/NLRP3” placées
sous régime HFD ou chow Diet et traitées ou non par deux doses journaliéres d’Arglabine
durant 13 semaines. Le traitement des souris ApoE2.Ki susceptibles a 1’athérosclérose

réduit significativement la concentration plasmatique de I’'IL-1p (Figure 24).

Malheureusement, il était impossible de doser le taux d’IL-18 a cause de I’interférence

des lipides plasmatiques présents a des concentrations élevées. Parallelement a la
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diminution de IPIL-1B, nous avons noté que le traitement par 1’Arglabine n’a induit
aucune variation significative de la concentration plasmatique du TNF-o. Nous avons
¢galement montré que 1’Arglabine a induit une augmentation tres significative de la
concentration plasmatique de la cytokine anti-inflammatoire, IL-10 (Figure 24). Cette
cytokine est produite par les cellules T auxiliaires de type Th2, les lymphocytes B, mais
bien davantage encore par les monocytes et les macrophages M2 anti-inflammatoires. Un
effet protecteur de I’'TL-10 contre le développement de 1’athérosclérose a été rapporté.
L’IL-10 est en effet présente dans les plaques d’athérosclérose humaines et son
expression locale est inversement corrélée aux signes d’inflammation et a la mort des
cellules par apoptose (183). Les souris IL-107", soumises & un régime alimentaire
athérogéne, se caractérisent par une infiltration accrue de cellules inflammatoires au
niveau des plaques d’athérome et par une plus grande production de cytokines pro-

inflammatoires.
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Figure 24. Effet de I’Arglabine sur la concentration plasmatique de I’'IL-1p, du

TNF-a et de ’IL-10 chez des souris ApoE2.Ki
Des souris femelles ApoE2.Ki (&gées de 6 semaines) ont été subdivisées en deux
groupes : le 1°" groupe a été traité par deux doses journaliéres d’Arglabine de 2.5 ng/g
de m.c. et le 2°™ groupe a été injecté par le DMSO (groupe contréle). Les deux groupes
ont été placés sous régime HFD durant une période de 13 semaines. Les concentrations
plasmatiques de I’IL-1p, du TNF-a et de I’'IL-10 ont été quantifiées par le kit Multiplex
(Millipore). Les résultats ont été analysés par le test de Kruskal-Wallis. Dans le cas ou
le test est positif, I’analyse statistique est suivie par le test de Wilcoxon rank sum couplé
au test de Dunn-Sidak.. *p<0,05, **p<0,01.
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La baisse de I’IL-1p induite par I’Arglabine pourrait s’expliquer par I’augmentation de
I’expression de I’IL-10 qui diminue 1’activation de la voie NF-kB et induit la sécrétion de
I’IL-1Ra (184). 1I est aussi important de mentionner le réle d’IL-10 dans le contréle de
I’homéostasie du cholestérol et dans la diminution de I’expression des MMPs et des
molécules d’adhésion (185).

2. L’Arglabine : une moléecule hypolipidémiante
Le régime HFD entraine des désordres métaboliques qui évoluent vers un événement

athéromateux. Comparé au régime chow Diet, le régime HFD utilisé au cours de notre
étude a induit une augmentation trés significative de la concentration plasmatique de
cholesterol total et des triglycérides chez les souris ApoE2.Ki. Mais, et de maniére trés
surprenante, le traitement par 1’Arglabine normalise le profil lipidique de ces souris en
réduisant de facon tres significative la cholestérolémie (Figure 25.A) et la triglycéridémie
(Figure 25.B).
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Figure 25. Effet de I’Arglabine sur les concentrations plasmatiques de cholestérol total

et des triglycérides chez les souris ApoE2.Ki et ApoE2.Ki/NLRP3™"
Ces deux modeles de souris ont été subdivisés en trois groupes. Chaque groupe est composé
de 6 souris de sexe féminin agées de 6 semaines. Le 1° groupe de chaque modele de souris a
été soumis a un régime chow diet. Les 2™ et 3™ groupes ont été soumis a un régime HFD
avec ou sans traitement par deux doses journaliéres d’Arglabine (2.5 ng/g de m.c.) durant 13
semaines. Les résultats ont été analysés par le test de Kruskal-Wallis. Dans le cas ou le test
est positif, I’analyse statistique est suivie par le test de Wilcoxon rank sum couplé au test de
Dunn-Sidak. *p<0,05, **p<0,01.
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L’utilisation du Kit de sous-fractionnement des LDL et HDL du systéeme Lipoprint de
Quantimetrix fait apparaitre que 1’Arglabine réduit significativement la concentration
plasmatique de I’ensemble des fractions des lipoprotéines. Par contre, la comparaison du
pourcentage de chaque fraction (calculé par rapport & la concentration de cholestérol
total) entre les souris ApoE2.Ki traitées et non traitées, ne montre aucune différence

significative (Tableau VI).

ApoE2.Ki ApoE2.Ki + Arglabine
Total (mg/ml) Pourcentage  Total (mg/ml)  Pourcentage
HDL 308.0+67.5 428+ 2.8 131.7+9.6 41.7+15
VLDL 179.7 + 36.2 25.1+25 71.2+5.2 225+0.6
LDL 405.7451.6 57.1+238 184.5+22.5 58.1+15

Tableau VI. Effet de I’Arglabine sur les différentes fractions des lipoprotéines

Nous avons émis plusieurs hypotheses afin d’expliquer la baisse de la cholestérolémie et
de la triglycéridémie. Il est bien connu que la diminution du taux de cholestérol dans le
sang est directement liée au nombre des récepteurs des LDL. C’est le principe du mode
d’action des statines qui, en inhibant 1'hydroxyméthylglutaryl-CoA (HMG-CoA),
diminuent la synthese du cholestérol cellulaire et augmentent donc le nombre des
récepteurs des LDL. Ainsi, nous avons suggéré que I’ Arglabine pourrait agir:

- en mimant le mode d’action des statines ou en affectant 1’expression des
genes qui contrélent [’expression des récepteurs LDL comme la
proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9)

- eninduisant une stéatose hépatique

- endiminuant la biosyntheése intracellulaire de cholestérol

- et/ou en diminuant 1’appétit des souris

Pour tester ces hypotheses, nous avons quantifié par Q-PCR I’expression des genes qui

codent pour les récepteurs des LDL et pour le PCSK9, chez des souris ApoE:.Ki traitées
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et non traitées par 1’ Arglabine. Nous n’avons pas observé de différence significative entre
les deux groupes : I’ Arglabine n’affecte donc pas la voie du récepteur LDL.

Nous avons ensuite observe anatomiquement les foies des deux groupes de souris et nous
avons mesur¢ le taux de cholestérol au niveau de cet organe. L’observation n’indique pas
de stéatose hépatique et le dosage du cholestérol au niveau du foie n’a montré aucune
difference significative entre les deux groupes. L’Arglabine n’agit donc pas par cette voie
pour diminuer le cholestérol plasmatique.

Nous avons aussi évalué la biosynthése intracellulaire du cholestérol sur les cellules
hépatiques en culture en mesurant l'incorporation d'acétate-'*C. La comparaison entre les
deux groupes de souris ne montre aucune différence significative.

Enfin, comme il n’y a pas de différence significative au niveau du poids des souris et que
toutes les fractions des lipoprotéines sont réduites, 1’hypothése probable pourrait étre que

I’ Arglabine agit au niveau de I’absorption intestinale.

3. L’Arglabine : une molécule antioxydante
Les désordres lipidiques, 1’oxydation et I’inflammation sont les trois composantes qui

initient la mise en place et le maintien des plaques d’athérome. Depuis un quart de siécle,
la toxicité des LDLox a été mise en évidence et leur réle dans le processus athéromateux
a grandement évolué au fil du temps. En 1983, Hessler et ses collaborateurs ont montré
que les LDLox altérent la fonction artérielle a travers leurs propriétés cytotoxiques
exercées sur les cellules endothéliales (186). En 1984, Heinecke, Steinbrecher et leurs
collaborateurs ont montré que l’internalisation des LDL natives par les macrophages
inhibe la formation des cellules spumeuses alors que 1’internalisation des LDLox favorise
leur formation (187, 188). Par leurs potentiels roles pro-inflammatoires, immunogenes et
cytotoxiques, les LDLox sont aujourd’hui I’acteur indispensable a la pathophysiologie de
I’initiation et du développement de I’athérosclérose. Dans ce contexte, et grace a la
présence d’épitopes reconnus par I’immunité innée a la surface des LDLox, nous avons
quantifié le taux des anticorps dirigés contre les LDLox chez les souris ApoE2.Ki et les
souris ApoE2.Ki/NLRP3™,

Chez les souris ApoE,.Ki/NLRP3™, le régime HFD n’a pas induit une augmentation de la
concentration plasmatique des anticorps anti-LDLox. La comparaison des résultats entre
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les souris traitées et non traitées par 1’Arglabine, ne fait apparaitre aucune différence
significative, ce qui montre clairement I’importance de I’inflammasome NLRP3 dans

I’oxydation des LDL (Figure 26).
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Figure 26. Effet de I’Arglabine sur I’oxydation des LDL chez les souris ApoE2.Ki et

les souris ApoE2.Ki/NLRP3™
Ces deux modeéles de souris, ont été subdivisés en trois groupes. Chaque groupe est
composé de 6 souris de sexe féminin agées de 6 semaines. Le 1° groupe de chaque modele
de souris a été soumis a un régime chow diet. Le 2°™ et le 3°™ groupe ont été soumis a un
régime HFD avec ou sans traitement par deux doses journaliéres d’Arglabine (2.5 ng/g de
m.c.). Apres, 13 semaines de traitement, le sang a été prélevé sur EDTA et la concentration
plasmatique des anticorps anti-LDLox a été évaluée par ELISA. Les résultats sont
présentés sous forme de points et la barre horizontale présente la médiane. Le résultat a été
analyse par le test de Kruskal-Wallis. Dans le cas ou le test est positif, I’analyse statistique
est suivie par le test de Wilcoxon rank sum, couplé au test de Dunn-Sidak. *p<0,05,
**p<.0,01.

Chez les souris ApoE2.Ki, le régime HFD a induit une augmentation trés significative de
la concentration plasmatique des anticorps anti-LDLox. Le traitement de ces souris par
I’ Arglabine provoque une réduction trés significative d’environ 40% de la concentration
des anti-LDLox. Ainsi, nous montrons a travers cette étude, le role antioxydant exercé
par I’Arglabine (Figure 26). Un rdle trés prometteur qui nous rappelle le scientifique
Witztum JL. qui a abordé I’'impact athéroprotecteur d’un produit pharmacologique ou

d’une manipulation génétique qui inhibe 1’oxydation des LDL (189).
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4. L’Arglabine oriente les cellules immunitaires vers un phénotype anti-

inflammatoire

a. L’Arglabine reduit le nombre des monocytes Ly-6CMd9" et augmente le

nombre des monocytes Ly-6Clo¥

Une étude effectuée en 2007 a montré que 1’hypercholestérolémie induit une

augmentation drastique du nombre de monocyte Ly-6CM9" chez les souris ApoE”. Ces

monocytes adhérent a 1’endothélium vasculaire, s’infiltrent dans la paroi artérielle ou ils

se différencient en macrophages nommés ‘lésionnels’ qui initieront le développement de

la plaque d’athérome (190). Conformément a ce résultat, nous avons montré par

cytométrie de flux que le régime HFD a induit une augmentation trés significative du

nombre de monocyte Ly-6C"9" chez les souris ApoE2.Ki (Figure 27.A). Cependant, le

traitement de ces souris par 1’Arglabine a induit un appauvrissement en monocytes Ly-

6CM9" et un enrichissement en monocytes Ly-6C'Y (Figure 27.B).
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Figure 27. Effet de I’Arglabine sur le phénotype des monocytes au niveau de la rate

de souris ApoEz.Ki.

Apreés 13 semaines de traitement, les souris ApoE..Ki traitées (B) ou non (A) par
I’Arglabine ont été sacrifiées. La rate a été prélevée et broyée. Les splénocytes ont été
d’abord incubés avec I’anticorps anti-Ly6C et I’anticorps anti-CD11b et par la suite

analysés par cytométrie de flux.
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Chez les souris ApoE2.Ki/NLRP3", la comparaison du nombre de monocyte Ly-6C"9"
entre le groupe traité et le groupe non traité par I’ Arglabine ne montre aucune différence
significative. Un résultat attendu, qui confirme bien la corrélation entre le nombre de
monocyte Ly-6C"9" et I’hypercholestérolémie, puisque le traitement par 1’Arglabine n’a

pas reduit la cholestérolémie de ces souris.

b. L’Arglabine oriente les macrophages Iésionnels d’un phénotype pro-
inflammatoire vers un phénotype anti-inflammatoire

Nous avons étudié I’effet de 1’ Arglabine sur le phénotype des macrophages ‘lésionnels’
infiltrés au niveau des plaques d’athérome. Cette étude a été effectuée par
immunohistochimie sur des coupes transversales du sinus aortique de souris ApoE2.Ki
placées sous régime HFD. Le résultat montre que 1’Arglabine oriente les macrophages
d’un phénotype M1 pro-inflammatoire vers un phénotype M2 anti-inflammatoire (Figure
28).
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Figure 28. Effet de I’Arglabine sur le phénotype des macrophages des plaques
d’athérome de souris ApoE2.Ki

Apres 13 semaines de traitement, les souris ApoE..Ki traitées ou non par 1’ Arglabine ont
été sacrifiées. Les cceurs ont été prélevés, congelés dans de I’OCT et par la suite coupés
par cryosection en fines coupes de 10 um d'épaisseur. Les coupes, effectuées au niveau
du sinus aortique, ont été ensuite analysées par immunohistochimie en utilisant les
anticorps anti-CD206 et anti-IL-1p. Les résultats ont été analysés par le test de Kruskal-
Wallis. Dans le cas ou le test est positif, I’analyse statistique est suivie par le test de
Wilcoxon rank sum couplé au test de Dunn-Sidak. *p<0,05, **p<0,01.
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5. L’Arglabine : une molécule athéro-protectrice
L’effet de I’inflammasome NLRP3 sur le développement des lésions d’athérome est

controversé dans la bibliographie. En 2010, Duewell P. et ses collaborateurs ont été les
premiers a évoquer le role de I’inflammasome NLRP3 dans 1’athérosclérose. Ils ont
montré que la transplantation de la moélle osseuse de souris NIrp3”, ASC” ou IL-1a™/
IL-1B7 chez des souris LDLR”" (LDL récepteur) placées sous régime HFD, induit une

réduction de 60% de la surface des Iésions artérielles au niveau du sinus aortique (161).

Un an plus tard, Menu P. et ses collaborateurs infirment ces données qui ont été publiées
dans Nature et montrent que la déficience en protéines de I’inflammasome NLRP3 chez
les souris ApOE” n’exerce aucun effet, ni sur la progression de 1’athérosclérose et
I’infiltration des 1ésions artériclles par les macrophages, ni sur la stabilité de la plaque
d’athérome (191). Cette contradiction a bouleversé les axes de recherche de la
communauté scientifique qui s’est plutot focalisée sur I’inflammasome NLRP3, et plus

particulierement sur son impact dans 1’athérosclérose.

Afin de tirer au clair cette controverse, nous avons étudié¢ I’effet de la déficience en Nlrp3
sur le développement de I’athérosclérose. Pour ce faire, nous avons évalué la surface des
1ésions artérielles au niveau du sinus aortique et au niveau de la totalité de 1’aorte chez les
souris ApoE2.Ki susceptibles a 1’athérosclérose et chez les souris ApoE2.Ki/NLRP3”
placées sous régime HFD. La comparaison des résultats entre les deux modéles montre
que la déficience en NIrp3 réduit de facon tres significative la surface des lésions
artérielles au niveau du sinus aortique (plus de 60%) (Figure 29.A.B) ainsi qu’au niveau
de la totalité de I’aorte (plus de 50%) (Figure 29.C.D). Ce résultat confirme 1’étude de
Duewell P. et collaborateurs et montre clairement le role essentiel de 1’inflammasome

NLRP3 dans le développement des plaques d’athérome.

L’environnement anti-inflammatoire induit par notre molécule ainsi que ses propriétés
normolipidémiante, pro-autophagique et antioxydante suscitent 1’intérét de 1’étude de
I’effet de 1’ Arglabine sur le développement de I’athérosclérose chez les souris ApoE:.Ki.
Les résultats de cette étude montrent que 1’ Arglabine est une molécule athéroprotectrice

qui ‘protége’ les souris ApoE2.Ki contre le développement des plaques d’athérome au
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niveau du sinus aortique (Figure 29.A.B) ainsi qu’au niveau de la totalit¢ de 1’aorte
(Figure 29.C.D).
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Figure 29. Effet de I’Arglabine sur le développement des plaques d’athérome

Des souris femelles ApoE,.Ki (traitées et non traitées par 1’Arglabine) et des souris
ApoE2.Ki/NLRP3” agées de 6 semaines ont été placées sous un régime HFD. Deux doses
journaliéres d’Arglabine (2.5 ng/g de m.c.) ont été injectées par voie intra-péritonéale. Apres
13 semaines de traitement, les souris ont été sacrifiées. A. les ceeurs ont été prélevés et des
cryosections de 10 um ont été effectuées au niveau du sinus aortique. C. Les aortes ont été
prélevées et préparées « en face » et les lésions ont été quantifiées par histomorphométrie. B.
D. Les résultats ont été analysés par le test de Kruskal-Wallis. Dans le cas ou le test est positif,
I’analyse statistique est suivie par le test de Wilcoxon rank sum couplé au test de Dunn-Sidak.
*p<0,05, **p<0,01.

L’étude ‘EFFETS ANTI-INFLAMMATOIRES ET ANTI-ATHEROGENES DE LA
MOLECULE D’ARGLABINE CHEZ DES SOURIS APOE>.Kl SUSCEPTIBLES A
L’ATHEROSCLEROSE’ présente une voie de recherche tres prometteuse pour la

molécule d’Arglabine qui pourrait étre une nouvelle approche thérapeutique.

Cette molécule pourrait limiter non seulement le développement de |’athérosclérose
mais également limiter Uinitiation et le développement des désordres métaboliques

qui lui sont associés comme par exemple le DIABETE DE TYPE 2.
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CHAPITRE 111

EFFETS DE L’ARGLABINE SUR LE DEVELOPPEMENT DU
DIABETE DE TYPE 2 CHEZ LES SOURIS APOE:.KI

I. PUBLICATION
Cette étude est acceptée pour publication dans Journal of Pharmacology and

Experimental Therapeutics (Annexe V):

A. Abderrazak, DF. Darweesh Mahmood, V. Diderot, MN. Slimane, B. Friguet, B.
Buchele, TH. Simmet, K. El Hadril, D. Couchie and M. Rouis. Inhibition of
inflammasome NLRP3 by arglabin attenuates inflammation, protects pancreatic -
cells from apoptosis, and prevents type 2 diabetes mellitus development in ApoE2.Ki

mice on a chronic high-fat diet.

Il. RESULTATS

1. L’Arglabine : une molécule anti-inflammatoire
Nous avons étudié I’effet de I’Arglabine sur I’activité de I’'inflammasome NLRP3 au

niveau des flots de Langerhans de souris ApoE2.Ki et ApoE2.Ki/NLRP3”. Afin
d’atteindre cet objectif, les ilots ont été isolés et rapidement mis en culture en présence de
LPS, différentes doses d’Arglabine et 1 mg/ml de cristaux de cholestérol. Les résultats de
cette étude montrent que le traitement des Tlots de Langerhans de souris ApoE2.Ki par
I’Arglabine inhibe, de fagon dose-dépendante, I’expression de I’IL-1f. La diminution de
son expression est maximale en réponse a 100 nM d’Arglabine et I’ECso est d’environ 75
nM (Figure 30.A). Au cours de cette étude, la viabilité cellulaire (>95%) n’a pas été

affectée en réponse aux différentes doses d’Arglabine testées.

Chez la souris ApoE2.Ki/NLRP3, I’expression de I’IL-1p par les ilots de Langerhans est
nulle (Figure 30.B). Des résultats similaires ont été observés au cours du traitement des

macrophages péritonéaux de souris NLRP3™".
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Figure 30. Effet de I’Arglabine sur ’expression de I’IL-1f au niveau des flots de

Langerhans de souris ApoE2.Ki et ApoE2.Ki/NLRP3"
Cing souris ApoE.Ki (A) et cing souris ApoE..Ki/NLRP3" (B) ont été sacrifiées et leurs
Tlots de Langerhans ont été stimulés dans un premier temps par le LPS (10 ng/ml) durant 2
h afin de déclencher le ‘priming’, traités dans un 2°™ temps par différentes doses
d’Arglabine (1, 10, 50 et 100 nM) pendant 1 h et par la suite, stimulés par | mg/ml de
cristaux de cholestérol pendant 24 h. L’IL-1p sécrétée a été quantifiée par ELISA. Les
résultats sont présentés sous forme de moyenne £SD.

2. L’Arglabine : une molécule normoglycémiante et normoinsulinémiante
Chez la souris ApoE:.Ki, le régime HFD a induit une augmentation significative de la

glycémie (Figure 31.A) et de I’insulinémie (Figure 31.B). Le traitement de ces souris par
I’ Arglabine durant 13 semaines a réduit, de fagon significative, ces deux paramétres. Ce
résultat valide I’hypothése du role de I’isoforme humaine ApoE: dans les désordres
métaboliques associés a la physiopathologie du DT2 et montre 1’importance de
I’Arglabine dans la stratégie thérapeutique des désordres inflammatoire, lipidique,

glucidique et insulinique qui lui sont associés.

En 2011, Youm YH et ses collaborateurs ont montré que les souris sauvages (wild type,
WT) NIrp3” et ASC” placées sous régime DIO (diet-induced obese mice) présentent un
risque moins important de déevelopper une hyperglycemie avec une meilleure sensibilité a

Iinsuline dans les stades précoces de I'obésité (192). Les résultats observés dans le
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modéle ApoE2.Ki/NLRP3” placées sous régime athérogéne ont été plus ou moins
similaires : la comparaison entre les souris ApoE2.Ki/NLRP3" placées sous régime chow
diet et HFD ne montre aucune augmentation claire, ni de la glycémie (Figure 31.A) ni de
I’insulinémie (Figure 31.B). De plus, le traitement de ces souris par 1’ Arglabine n’a induit
aucun effet significatif sur ces deux concentrations, ce qui montre sa spécificité pour
I’inflammasome NLRP3. Ce résultat préliminaire est a confirmer mais il est prometteur
pour étudier la sensibilité au glucose et a l'insuline, ce qui pourrait nous aider a mieux

exploiter les modéles ApoE2.Ki et ApoE2.Ki/NLRP3”- dans le contexte d’un DT2.
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Figure 31. Effet de I’Arglabine sur la glycémie et I’insulinémie chez des souris

ApoE2.Ki et ApoE2.Ki/NLRP3™"
Ces deux modeles de souris ont été subdivisés en trois groupes. Chaque groupe est
composé de 6 souris de sexe féminin agées de 6 semaines. Le 1°" groupe a été
soumis & un régime chow diet. Les 2°™ et 3®™ groupes ont été soumis & un régime
HFD avec ou sans traitement par deux doses journaliéres d’Arglabine de 2.5 ng/g de
m.c. durant 13 semaines. (A) La glycémie et (B) I’insulinémie ont été dosées par des
méthodes enzymatiques. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £SD,
*p<0,05, **p<0,01.
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3. L’Arglabine : une molécule anti-apoptotique
Une étude, publiée en 2011, a montré, chez la souris WT obese, que la déficience en

NIrp3 diminue I’inflammation et 1’apoptose des cellules B-pancréatiques et augmente la
taille des Tlots de Langerhans (192). Suite aux résultats de cette étude, nous avons évoqué
I’hypothése d’étudier par analyse immunohistochimique les cellules B-pancréatiques de
notre modéle de souris ApoE2.Ki placées sous régime athérogéne et traitées ou non par
I’Arglabine. Afin d’atteindre cet objectif, nous avons étudié 1’expression de la caspase 3
au niveau des cellules B-pancréatiques de souris ApoE2.Ki. Nos résultats montrent que
I’Arglabine réduit de facon significative I’activation de la caspase 3, marqueur
d’apoptose, au niveau des cellules B-pancréatiques (Figure 32). Ainsi nous montrons
clairement que la molécule d’Arglabine est caractérisée par un effet bénéfique sur le
métabolisme lipidique, glucidique et insulinique et que cet effet est positivement corrélé a
une action anti-apoptotique au niveau des cellules B-pancréatiques.

ApoE, Ki.HFD + Vehicle ApoE,. Ki. HFD + Arglabin

Figure 32. L’Arglabine inhibe ’apoptose des cellules B-pancréatiques chez des
souris ApoEz.Ki
Apres 13 semaines de traitement, les souris ApoE2.Ki placées sous régime HFD traitées
(B) ou non (A) par I’Arglabine ont été sacrifiées et des coupes de pancréas ont été
préparées et hybridées avec un anticorps spécifique anti-caspase 3. Les fléches
indiquent le marquage de la caspase 3 (marquage en rouge).

Afin de compléter cette ¢tude, nous avons mis en évidence le mécanisme d’action de

I’ Arglabine sur la lignée de cellule B-pancréatiques, INS-1.
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I1l. RESULTATS DES ETUDES IN VITRO

1. L’Arglabine augmente I’expression de Bcl-2 et réduit ’expression de Bax
Le phénoméne de I’apoptose, dépend de 1’action des facteurs pro-apoptotiques et de

I’action des facteurs anti-apoptotiques. Chez les mammiferes, on distingue trois
catégories : un groupe de facteurs anti-apoptotiques, Bcl-2-like (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w,
Bcl-B, Mcl-1 et Al) et deux groupes de facteurs pro-apoptotiques : le groupe Bax-like
(Bax, Bak et Bok) et le groupe BH3-only (Bad, Bid, Bim, Bmf, Bik, Hrk, Noxa et
PUMA). Bcl-2 est une protéine qui régule I’apoptose en maintenant 1’intégrité
mitochondriale et en contrélant la libération de divers facteurs apoptogéenes dans le
cytoplasme (193). Au cours de cette étude, nous avons évalué le ratio Bax/Bcl-2 qui
refléte la susceptibilité a I’apoptose, par Western blot au niveau des cellules INS-1 en
culture. Ces cellules ont été¢ d’abord stimulées par le LPS durant 2 h, traitées par deux
doses différentes d’Arglabine et par la suite stimulées par 1 mg/ml de cristaux de
cholestérol pendant 24 h. Nous avons tout d’abord évalué I’expression de Bcl-2 et de
Bax. Nos résultats montrent une augmentation, Arglabine dose-dépendante, de
I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 sans affecter I’expression de la protéine
pro-apoptique Bax, ce qui a pour effet de réduire de fagon significative le ratio Bax/Bcl-2
(Figure 33).

Ce résultat confirme celui obtenu au niveau des Tlots de Langerhans et montre que
I’Arglabine se caractérise par un effet anti-apoptotique, non seulement in vivo mais
également in vitro.

L’Arglabine est une molécule anti-apoptotique qui, en induisant 1’expression de Bcl-2,
empéche la libération de proteines pro-apoptotiques de la mitochondrie et inhibe
I’oligomérisation de Bax/Bak et I’insertion de ces diméres dans la membrane

mitochondriale externe.
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Figure 33. L’Arglabine réduit la susceptibilité des cellules INS-1 a
I’apoptose

Les cellules INS-1 ont été d’abord stimulées par 10 ng/ml de LPS
durant 2 h, incubées pendant 1 h en présence de 50 et 100 nM
d’Arglabine et par la suite traitées par 1 mg/ml de cristaux de
cholestérol pendant 24 h a 37°C. L’expression de Bax/Bcl2 a été
évaluée par Western blot. Les résultats sont présentés sous forme de
moyenne = SD, *p<0,05, **p<0,01.

2. L’Arglabine : une molécule anti-inflammatoire
Il était également important de mettre en évidence 1’effet anti-inflammatoire de

I’ Arglabine sur la lignée des cellules INS-1. Afin d’atteindre cet objectif, nous avons
traité ces cellules par différentes doses d’Arglabine. Comme les macrophages
péritonéaux, les INS-1 ont été stimulées par le LPS afin de déclencher le ‘priming’ et par
les cristaux de cholestérol afin d’activer ’inflammasome NLRP3. Au cours de cette
¢tude, nous avons non seulement quantifié le taux d’expression de I’IL-1p au niveau du
surnageant cellulaire par ELISA, mais également mis en évidence par Western blot le
processus de maturation de la pro-IL-1B en IL-1f biologiquement active en présence et

en absence de traitement par 1’Arglabine.

Le dosage par ELISA montre que le traitement des cellules INS-1 par I’ Arglabine inhibe,
de fagon dose-dépendante, I’expression de I’IL-1B (Figure 34). La diminution de son
expression est maximale en réponse a 100 nM d’Arglabine et I’ECso est d’environ 100
nM. L’effet inhibiteur de 1’ Arglabine confirme le résultat obtenu au niveau des flots de
Langerhans des souris ApoE».Ki.
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Figure 34. Effet de I’Arglabine sur I’expression de ’'TL-1f au niveau des
cellules INS-1

Les cellules INS-1 ont été d’abord stimulées par le LPS (10 ng/ml) durant 2

h, traitées dans un 2°™ temps par différentes doses d’Arglabine (1, 10, 50 et

100 nM) pendant 1 h et par la suite, stimulées par 1 mg/ml de cristaux de

cholestérol durant 24 h. L’IL-1p a été quantifiée par ELISA et les résultats

sont présentés sous forme de moyenne.

En absence de 1’Arglabine, I’analyse par Western blot montre une augmentation de
I’expression de I'IL-1p au détriment de la pro-IL-1p. Le traitement des INS-1 par les
cristaux de cholestérol a induit I’oligomérisation des différentes protéines de
I’inflammasome NLRP3 et 1’auto-activation de la caspase-1 qui, a son tour, a activé la
pro-IL-1p induite par le LPS. En présence de différentes doses d’Arglabine, le Western
blot montre une réduction dose-dépendante de I’expression de I’IL-1B vs une
augmentation dose-dépendante de I’expression de la pro-IL-1B (Figure 35). Ainsi, nous
montrons 1’effet inhibiteur dose-dépendant de I’ Arglabine sur le processus de maturation
de la pro-IL-1p.

Ce résultat trés encourageant semble suggerer un potentiel thérapeutique de I’ Arglabine

au niveau des cellules B-pancréatiques dans le contexte d’un DT2.
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Figure 35. Effet de 1a molécule d’Arglabine sur le processus de maturation de
la pro-IL-1p au niveau des cellules INS-1
Les cellules INS-1 ont été d’abord stimulées par le LPS (10 ng/ml) durant 2 h,
traitées dans un 2™ temps par différentes doses d’Arglabine (1, 10, 50 et 100 nM)
pendant 1 h et par la suite, stimulées par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol durant
24 h. L’expression de I’IL-1p a été évaluée par Western blot.

3. L’Arglabine : une molécule inductrice d’autophagie
L’apoptose est un événement cellulaire étroitement associé a un tres vieux mécanisme

conservé au cours de 1’évolution, 1’autophagie. Ces deux événements cellulaires jouent
un rble déterminant au cours des processus physiologiques et des processus
physiopathologiques. Des €tudes récentes ont montré que 1’autophagie est non seulement
impliquée dans le processus inflammatoire responsable de I’installation du DT2 mais
également essentielle pour la sécrétion d'insuline, la survie des cellules B-pancréatiques et
la sensibilité a I'insuline. Des souris sauvages dont les cellules B-pancréatiques sont
déficientes en Atg7 (autophagy-related 7), médiateur de la biogenése autophagosomale,
présentent moins de cellules B-pancréatiques une réduction de I’insulinémie et une
altération de la tolérance au glucose. Cette déficience a été associée a une augmentation
de l'apoptose et a la diminution de la prolifération des cellules B-pancréatiques (194). Ce
résultat a été validé dans une deuxiéme étude effectuée sur le méme modele de souris par
Wenying Q. et ses collaborateurs. Au cours de cette etude, ils ont montré que
I’autophagie joue un role crucial dans le maintien de la structure, de la masse et de la
fonction des cellules B-pancréatiques et que la déficience en Atg7 déclenche la

progression de I'obésité vers un DT2 (173).

L’ensemble de ces études souligne I’importance d’étudier 1’effet de 1’Arglabine sur

I’autophagie. La Becline 1 est une des protéines essentielles a 1’induction de I’autophagie
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et a la formation de 1’autophagosome via le recrutement dans un pré-autophagosome de
partenaires indispensables a 1’autophagie telle que la protéine LC3 (195). Dans le but
d’étudier I’effet de 1’Arglabine sur I’autophagie, nous avons évalué 1’expression de la
Becline 1 et de la LC3 au niveau des cellules INS-1 en culture par Western blot. Les
résultats montrent que 1’Arglabine augmente significativement et de facon dose-
dépendante 1’expression de la Becline 1 (Figure 36.A) et de la protéine LC3 (Figure

36.B) au niveau des cellules B-pancréatiques en culture.
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Figure 36. L’Arglabine augmente la susceptibilité des cellules INS-1 &
P’autopahagie
Les cellules INS-1 ont été d’abord stimulées par 10 ng/ml de LPS durant 2 h,
incubées pendant 1 h en présence de 50 et 100 nM d’Arglabine et par la suite traitées
par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol durant 24 h a 37°C. L’expression de la Becline
1 (A), de la LC3-1 et de la LC3-II (B), a été évaluée par Western blot. Les résultats
sont présentés sous forme de moyenne + SD, *p<0,05, **p<0,01.

4. L’Arglabine et les voies de régulation de I’autophagie
L’apoptose et I’autophagie concourent 1’une et I’autre a la destruction des cellules. Afin
de mieux comprendre le mécanisme d’autophagie au niveau des cellules -pancréatiques,
nous avons étudié I’effet de I’inhibition de 1’autophagie induite par 1’Arglabine sur
I’expression des protéines apoptotiques Bax et Bcl-2. La procédure que nous avons
adoptée afin d’étudier le mécanisme de 1’autophagie chez la souris, consiste a recourir a

des inhibiteurs et a des activateurs. Ainsi, nous avons élaboré les stratégies suivantes :
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- premieérement, inhiber 1’autophagie induite par 1’Arglabine avec un

inhibiteur spécifique, le 3-MA.

- deuxiement, comparer les résultats obtenus par rapport a un puissant

inducteur d’autophagie, la rapamicine.

Le 3-MA inhibe I’activité de I'une des enzymes clés de la voie PKB/Akt, la kinase PI3K
de type Ill, enzyme essentielle a I’induction d’autophagie (163). La rapamycine a été
utilisée pour induire 1’autophagie, en inhibant la voie de régulation MTOR (Mechanistic
Target of Rapamycin), principale voie régulant I’autophagie et aussi la voie la plus
étudiée. La rapamycine se lie au récepteur intracellulaire FKBP12 et forme le complexe
rapamycine-FKBP12 qui se fixe sur le domaine FKBP12-Rapamycin Binding de la
protéime MTOR et inhibe ainsi I’activité kinase de MTOR (196). Afin d’atteindre
I’objectif de cette étude, nous avons traité les cellules INS-1 par 100 nM d’Arglabine en

présence et en absence de 10 mM de 3-MA et de 200 nM de rapamicine.

Les premiers résultats montrent que le traitement des cellules INS-1 par le 3-MA induit
une augmentation du ratio Bax/Bcl-2 (Figure 37.A) alors que le traitement par
I’Arglabine (Figure 33) et le traitement par la rapamycine (Figure 38.A) réduisent la
susceptibilité des INS-1 a I’apoptose.
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Figure 37. Le traitement des cellules INS-1 par le 3-Methyladénine en présence de
I’Arglabine réduit leur susceptibilité a I’apoptose
A. Les cellules INS-1 ont été d’abord stimulées par 10 ng/ml de LPS durant 2 h, incubées pendant
1 h en présence de 10 mM de 3-MA et par la suite traitées par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol
durant 24 h a 37°C. B. Les cellules INS-1 ont été d’abord stimulées par 10 ng/ml de LPS durant 2
h, incubées pendant 1 h en présence de 10 mM de 3-MA et de 100 nM d’Arglabine et par la suite
traitées par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol durant 24 h a 37°C. L’expression de Bax et de Bcl-
2 a été évaluée par Western blot. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD.

De facon surprenante, le traitement des cellules INS-1 par le 3-MA en présence
d’Arglabine a réduit le ratio Bax/Bcl-2, ce qui pourrait s’expliquer par 1’activation de la
kinase PI3K de type Ill (Figure 37.B). En revanche, le traitement des INS-1 par la
rapamycine en présence d’Arglabine augmente la susceptibilité des INS-1 a I’apoptose et
ne montre aucune synergie entre les deux molécules (Figure 38.B). Ce résultat montre
clairement que 1I’Arglabine est un inducteur d’autophagie qui pourrait étre impliqué non

seulement dans la voie de régulation PKB/Akt mais également dans la voie MTOR.

L’ Arglabine a un effet anti-apoptotique dose-dépendant sur les cellules B-pancréatiques et
augmente leur capacité autophagique. Les mécanismes d’action de I’Arglabine sur les
voies de régulation de I’autophagie nécessitent des études plus approfondies chez la
souris. Ces mécanismes pourraient rendre compte de 1’amélioration du métabolisme

glucidique caractérisé in vivo.
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Figure 38. Le traitement des cellules INS-1 par la rapamycine en présence de I’Arglabine
augmente leur susceptibilité a I’apoptose

A. Les cellules INS-1 ont été d’abord stimulées par 10 ng/ml de LPS durant 2 h, incubées pendant 1 h
en présence de 200 nM de rapamicine et par la suite traitées par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol
durant 24 h a 37°C. B. Les cellules INS-1 ont été d’abord stimulées par 10 ng/ml de LPS durant 2 h,
incubées pendant 1 h en présence de 200 nM de rapamicine et de 100 nM d’Arglabine et par la suite
traitées par 1 mg/ml de cristaux de cholestérol durant 24 h a 37°C. L’expression de Bax et de Bel-2 a été
évaluée par Western blot. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD.

L’étude ‘EFFETS DE L’ARGLABINE SUR LE DEVELOPPEMENT DU
DIABETE DE TYPE 2 CHEZ LES SOURIS APOE2.KI’ montre que I’Arglabine
exerce des effets anti-inflammatoire, normo-glycémiant, normo-insulinémiant et
anti-apoptotique et augmente la capacité autophagique des cellules pg-

pancréatiques.

Cette molécule pourrait constituer une nouvelle approche thérapeutique pour
limiter Dinitiation des désordres métaboliques et cardiovasculaires qui présentent
actuellement un probléme majeur de santé publique ayant pris des prévalences

alarmantes a travers le monde.
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Discussion
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e role de I’'inflammasome NLRP3 dans la physiopathologie de 1’athérosclérose

chez la souris et chez I’homme n’est pas encore bien élucidé. Cependant,
plusieurs études récentes décrites dans la littérature ont été conduites afin de
mieux comprendre son role. Ainsi, Zheng F. et ses collaborateurs, par une approche de
SIRNA via des lentivirus, ont invalidé D’expression des protéines constituant
’inflammasome NLRP3 chez des souris ApoE” placées sous régime alimentaire
athérogéne. lls ont montré une réduction de I’expression de I’'IL-1B et de 1’IL-18 ainsi
qu’une réduction de la progression des plaques d’athérome (197). De plus, ils ont observé
une nette diminution de I’abondance des macrophages et des lipides au niveau des lésions
artérielles (197). En revanche, ils ont remarqué une abondance des CMLV et du
collagéne, deux acteurs impliqués dans la stabilité des plaques d’athérome (197). Par
ailleurs, nous avons montré, au cours de cette these, une nette diminution de la surface
des Iésions chez un autre modéle de souris, les souris ApoE2.Ki/NIrp3” ayant une
déficience dans I’activité de I’inflammasome NLRP3 (Nlrp3”") par rapport au méme
modele de souris ou I’inflammasome NLRP3 est pleinement actif (NIrp3*/*). D’autres
arguments en faveur du role athérogéne de I’inflammasome NLRP3 ont été rapportés.
Ainsi, en 2015, Peng K. et ses collaborateurs ont montré une forte induction de
I’expression de I’inflammasome NLRP3 au niveau des lésions artérielles non seulement
au niveau du sinus aortique de la souris ApoE”" mais également au niveau des artéres
coronaires chez ’homme (198). Ces derniers résultats suggerent que I’inflammasome

NLRP3 joue un role clé dans les pathologies vasculaires.

En se basant sur ’ensemble de ces données, nous avons étudi¢ 1’impact de I’inhibition de
I’inflammasome NLRP3 sur 1’évolution des plaques d’athérome et le DT2. Dans ce
contexte, nous avons caractérisé et identifié pour la premiére fois une molécule de la
famille des sesquiterpénes lactones qui inhibe de fagon spécifique I’activité de
I’inflammasome NLRP3. Cette molécule, 1I’Arglabine, a été isolée a partir d’une plante

vivace du genre Artemisia, espece glabella.

Au cours de ma these, j’ai étudié, dans un premier temps, 1’effet de 1’Arglabine sur les
macrophages murins obtenus a partir de souris ApoE2.Ki et de souris ApoE2.Ki/NLRP3™".

Dans un deuxiéme temps, j’ai étudié les effets de I’Arglabine sur les désordres
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vasculaires et métaboliques associés au développement de I’athérosclérose et le DT2 sur

les mémes modeéles de souris.
Les résultats de nos études ont montré que 1’ Arglabine :

1- réduit P’activité de I’inflammasome NLRP3 in vitro et in vivo et inhibe 1I’expression

des protéines NIrp3, IL-1p et caspase-1.

2- induit ’autophagie au niveau des macrophages murins en culture, en augmentant

significativement 1’expression de la LC3-I1.

3- normalise la concentration plasmatique de cholestérol total et des triglycérides et réduit
de fagon identique la concentration plasmatique de I’ensemble des fractions des

lipoprotéines chez les souris ApoE2.Ki placées sous régime alimentaire de type HFD.

4- réduit I’oxydation des LDL au niveau du plasma des souris ApoE2.Ki placées sous

régime HFD.

5- réduit le nombre des monocytes pro-inflammatoires (Ly-6CM9") et augmente le

nombre des monocytes anti-inflammatoires (Ly-6C'*").

6- oriente les macrophages, présents au niveau des Iésions artérielles sous un phénotype

pro-inflammatoire M1, vers un phénotype anti-inflammatoire M2.

L’ensemble de ces résultats montre un rdle athéroprotecteur de 1’ Arglabine. En effet, elle
réduit la surface des 1ésions artérielles au niveau du sinus aortique ainsi qu’au niveau de
la totalité de I’aorte des souris ApoE2.Ki placées sous régime athérogéne. La déficience
de ces souris en NIrp3 induit un effet similaire a 1’ Arglabine, ce qui montre son réle clé
dans la physiopathologie de 1’athérosclérose. L’inflammasome NLRP3 suscite donc un
grand intérét car son inhibition pourrait limiter I’inflammation en général et les maladies

cardiovasculaires et le DT2 en particulier.

Les inhibiteurs des inflammasomes les mieux étudiés sont le Parthénolide et le
Glyburide. Juliana C. et ses collaborateurs ont identifié le Parthénolide extrait de la plante
Tanacetum parthenium (la Grande Camomille) (Figure 39). C’est un extrait d’une plante
vivace utilisee comme herbe médicinale pour soigner de nombreuses pathologies

inflammatoires telles que la fievre, la migraine, l'arthrite et le psoriasis. L’effet du
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Parthénolide a été étudie sur des macrophages isolés a partir de la moélle osseuse de
fémurs de souris sauvage. Les résultats de leur étude montrent que le Parthénolide est
capable d’alkyler les résidus cystéine de 1’IkappaB kinase B, ce qui inhibe son activité et
inhibe donc la voie NF-kB (199, 200). Le Parthénolide est un inhibiteur non-spécifique
de I’inflammasome NLRP3. Il inhibe I’activité de la caspase-1 par alkylation de la
cystéine catalytique Cys?® de la sous-unité p20 de la caspase-1, de différents types
d’inflammasomes, comme le NLRP1 et le NLRC4.

Figure 39. Structure chimique de la molécule de Parthénolide (201)

Cette molécule anti-inflammatoire peut aussi agir en inhibant I’activité ATPase du
domaine NBD de la protéine Nlrp3, nécessaire a I’oligomérisation et a la formation du
complexe NLRP3 et responsable de I’activation des cytokines pro-inflammatoires (202).
L’effet du Parthénolide a été élucidé dans de nombreuses pathologies comme la cystite
(203), le choc endotoxique (204) et les pathologies cardiovasculaires (205). Mais la non-
spécificité du Parthénolide pour un inflammasome en particulier, limite la progression de

la recherche sur cette molécule.

Le Glyburide est un composé sulfonylurée (comportant un groupe sulfonyle lié a un
groupe urée) qui appartient a une classe d'anti-diabétiques utilisés dans le suivi du DT2
aux Etats-Unis (Figure 40). Le fragment cyclohexylurée dans la molécule de Glyburide
agit par accroissement de la libération d'insuline, en inhibant les canaux potassiques
sensibles a I'ATP (K [ATP]) des cellules B-pancréatiques, ce qui empéche 1’efflux
cellulaire des ions K*. Lamkanfi M. et ses collaborateurs ont eu I’idée d’étudier 1’effet

inhibiteur du Glyburide sur I’inflammasome NLRP3 au niveau des macrophages isolés de
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la moélle osseuse de souris sauvage. L’argument en faveur de cette hypothése était
qu’une faible concentration en ions K* est connue pour activer I’inflammasome NLRP3.
[Is ont montré que le Glyburide exerce un effet inhibiteur dose-dépendant sur
I’expression de protéines constituant 1’inflammasome NLRP3, la caspase-1, 'IL-1p et
I’'IL-18 (206). Le Glyburide présente un groupe sulfonyl et un groupe benzamido
nécessaires a sa fonction inhibitrice de la caspase-1 (206). L’effet inhibiteur du Glyburide

sur I’inflammasome a été bien décrit in vitro.
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Figure 40. Structure chimique de la molécule de Glyburide (206)

Des études in vivo, effectuées dans un contexte cardiovasculaire (le cas d’infarctus aigu
du myocarde), ont montré que I’effet inhibiteur du Glyburide s’exerce a des
concentrations beaucoup plus élevées que celles utilisées dans le diabete. Ces
concentrations ont été associées a une hypoglycémie létale, qui montre que le Glyburide

est uniquement efficace dans le contexte de la thérapie antidiabétique (207).

Contrairement au Parthénolide et au Glyburide, 1’ Arglabine est une molécule qui pourrait
constituer une approche thérapeutique trés prometteuse dans le traitement des pathologies
inflammatoires et métaboliques comme 1’athérosclérose et le DT2. Nous avons montré
que I’Arglabine n’agit pas sur la voie NF-xB mais agit sur le processus de maturation de
la pro-caspase-1 en inhibant son auto-clivage et donc en empéchant la genése de sa forme
active, la caspase-1. De plus, 1’ Arglabine induit la dégradation de la protéine NIrp3 et de
la pro-IL-1pB. Cette dégradation réduit 1’activation et 1’expression des cytokines pro-

inflammatoires IL-1p et IL-18.

A cOté des études effectuées in vitro, les propriétés anti-inflammatoires de 1’Arglabine

ont été étudiées in vivo. Par rapport aux souris placées sous régime chow diet, le
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traitement des souris ApoE2.Ki placées sous régime alimentaire athérogéne par deux
doses journaliéres d’Arglabine durant 13 semaines montre (i) une réduction tres
significative de la concentration plasmatique de I’'TL-1p, (ii) et une augmentation tres

significative de la concentration plasmatique de la cytokine IL-10.

Il a été démontré que, la déficience des souris en IL-10 placées sous régime athérogene
augmente la surface des Iésions artérielles de 35%, par rapport aux souris 1L-10*"*. De
plus, cette déficience est associée a une accumulation tres significative de lymphocytes et
de macrophages avec une réduction de collagene au niveau des plaques d’athérome
(208). Dans une autre étude, Potteaux S. et ses collaborateurs ont étudié 1’effet de 1’1L-10
sur ’activation endothéliale du sinus aortique de souris placées sous régime athérogeéne.
Les résultats de leur étude montrent que I’IL-10 inhibe complétement I’activation de la
voie NF-B et I’expression des molécules d’adhésion endothéliales, VCAM-1 et ICAM-1
(209). Ces données montrent que 1’ Arglabine exerce un effet athéroprotecteur a partir des
phases précoces du développement de 1’athérosclérose a travers 1’induction de 1I’'IL-10. A
cause de 'interférence des lipides plasmatiques présents a des concentrations élevées,
nous n’avons pas été en mesure de quantifier la concentration plasmatique de 1’IL-18
chez les souris ApoE2.Ki traitées par 1’Arglabine. Cependant, 1’effet inhibiteur de
I’Arglabine sur I’expression de cette cytokine a été bien mis en évidence in vitro.
L’Arglabine inhibe I’'II-1B et I’IL-18, deux cytokines pro-inflammatoires largement
connues pour leurs propriétés pro-athérogenes. Elles exercent des effets pro-
inflammatoires trés importants par I’induction de la maturation des cellules T et des
cellules NK, par I’activation des macrophages et par la production de cytokines, de
chémokines et de molécules d’adhésion (112, 113). L’IL-1f intervient dans
I’amplification de la réaction inflammatoire en activant les enzymes de la voie de
biosynthése de la prostaglandine E2 dans les CMLYV. Ces effets pro-inflammatoires sont
fortement impliqués dans [D’initiation, le développement et la progression de
I’athérosclérose. Quand elles sont exprimées par les macrophages infiltrés au niveau de la
paroi artérielle, I’IL-1P et 1’IL-18 exercent des effets pro-athérogénes et induisent la
formation de la chape fibreuse en provoquant la migration et la prolifération des CMLV.
En effet, elles induisent (i) la production d’IFN-y qui amplifie ’inflammation et inhibe la

fibroprolifération et le développement d’un fibroathérome (115, 116), (ii) une
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augmentation de 1’activité collagénolytique des CMLYV et une inhibition de la synthése du
collagene, ce qui contribue a la résistance de la chape fibreuse et a la rupture de la plaque
(117) et (iii) une augmentation de 1’expression des métalloprotéases par les macrophages
et les CMLYV, ce qui contribue a la déstabilisation de la plaque et & la dysfonction
cardiaque (115, 118). L’ensemble de ces effets refléte I’impact anti-inflammatoire de la
molécule d’Arglabine dans la protection contre 1’athérosclérose et le développement des
plaques d’athérome. L’étude des propriétés physico-chimiques de la molécule
d’Arglabine montre qu’elle se caractérise par la présence d’une double liaison
exocyclique conjuguée a la structure y-butyrolactone au niveau du C-2. Cette particularité
lui confére la possibilité de réagir avec les fonctions chimiques nucléophiles des protéines
par une addition dite 1,4 ou addition de type Michael. Ce mode d'action semble jouer un
role essentiel dans I’activité biologique de la molécule (175, 176). L’étude de son
mécanisme d’action suggeére que I’Arglabine inhibe I’activit¢é de 1’inflammasome
NLRP3, au moins en partie, par ’induction de I’autophagie. Cet effet a ét¢ mis en
¢vidence suite a I’induction de I’expression du LC3-1l au niveau des macrophages
péritonéaux stimulés par le LPS et par les cristaux de cholestérol. Il est important de
mentionner que la concentration plasmatique en caspase-1, en IL-1p et en IL-18 chez les
souris LC3™ est significativement élevée par rapport aux souris LC3**. In vitro, la
stimulation des macrophages LC3" par le LPS et I’ATP, aggrave le dysfonctionnement
mitochondrial et induit 1’auto-activation de la caspase-1 et 1’expression de I’IL-1p et de
I’IL-18. 1l a été démontré que la déficience en LC3 altére ’homéostasie mitochondriale,
ce qui induit une augmentation de la concentration intracellulaire en ROS. Cette
augmentation induit la translocation de I’ADN mitochondrial au cytosol en réponse a la
stimulation des macrophages. Il a également été montré que I’accumulation cytosolique
de I’ADN mitochondrial est un co-activateur nécessaire a 1’activation de la caspase-1 et
que I’inflammasome NLRP3 est un facteur nécessaire a la translocation de I’ADN
mitochondrial (210). Ce résultat pourrait expliquer le mécanisme d’action de la molécule
d’Arglabine qui est fortement impliquée dans la régulation de I’inflammation a travers le
systtme de I’inflammasome NLRP3 en préservant 1’intégrit¢é mitochondriale des
macrophages. Des études in vivo ont montré que 1’altération du mécanisme d’autophagie

au niveau des macrophages lésionnels est positivement corrélée avec la progression des
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plaques d’athérome. La dysfonction lysosomale est considérée comme la principale cause
de I’altération du flux autophagique et de la dysfonction de l'autophagiec au cours de
I'athérosclérose (211). Il en résulte une aggravation de 1’environnement inflammatoire,
des anomalies dans I'efflux de cholestérol, une accumulation délétére de macrophages
apoptotiques dans la plaque et une inefficacité de 1’efférocytose pour éliminer les cellules
apoptotiques trop nombreuses. L’ensemble de ces mécanismes induit 1’augmentation des
corps nécrotiques et la déstabilisation de la plaque d’athérome (180, 212, 213).
Aujourd’hui, I’athérosclérose est considérée comme une pathologie complexe dont
I’autophagie se situe au carrefour de la signalisation inflammatoire et du métabolisme
lipidique. La déficience en ATG5 (Autophagy-Related Protein 5) au niveau des
macrophages est associée a une activation de I’inflammasome NLRP3 et a une
accumulation drastique des cristaux de cholestérol dans les plaques d’athérome (180).
Une ¢étude suggere que I’inhibition de I’inflammasome NLRP3 par autophagie pourrait se
faire directement et/ou indirectement. En effet, 1’autophagie induit la dégradation de la
protéine NIrp3 par ubiquitination, ce qui contribue au recrutement de 1’adaptateur
autophagique p62 et de la protéine LC3 (214). L’autophagie inhibe également
I’oligomérisation de I’inflammasome de fagon indirecte, en induisant I’efflux de
cholestérol qui est un rempart de plus contre I’accumulation des cristaux de cholestérol et
I’acquisition du phénotype « cellule spumeuse ». La fonction d’autophagie dans la
régulation du stockage des lipides a été révélee via le mécanisme de lipophagie (212). Ce
mécanisme joue un role principal dans la régulation de I’efflux de cholestérol des cellules
spumeuses via la lipase acide lysosomale (LIPA). Cette enzyme hydrolyse les esters de
cholestérol stockés sous forme de gouttelettes lipidiques afin de générer le cholesterol
libre dont I’export se fait par I’intermédiaire du transporteur ABCA1. L importance de
I’efflux de cholestérol cellulaire des cellules spumeuses vers les apoA-I et HDL dans la
protection contre les maladies cardiovasculaires en général et I’athérosclérose en
particulier a été bien décrite. Il est la premiére et la plus importante étape du transport
inverse du cholestérol (212). Il a été démontré que la dysfonction du mécanisme
d’autophagie réduit l'efflux de cholestérol et son transport inverse & partir des

macrophages lésionnels. L’exces de cholestérol s’accumule sous forme de cristaux au
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niveau des plaques d’athérome, ce qui aggrave 1’état inflammatoire via 1’activation de

I’inflammasome NLRP3 et I’expression de I’IL-1p et de I’'1L-18 (215).

Prenant en considération 1’ensemble de ces résultats, il serait intéressant de savoir quel(s)
est/sont le(s) mécanisme(s) d’autophagie visé(s) par la molécule de 1I’Arglabine in vivo.
L’étude de ce(s) mécanisme(s) d’action au niveau des plaques d’athérome présente une
voie de recherche tres prometteuse, qui nous permettrait de mieux comprendre

I’interaction de la molécule d’ Arglabine avec I’inflammasome NLRP3 et la lipophagie.

Outre ses propriétés anti-inflammatoires et ses propriétés d’induction de 1’autophagie, les
propriétés normolipidémiantes de 1’Arglabine sont d’une importance capitale pour la
protection contre la formation de lésions. Au cours de ce travail, nous avons montré que
I’ Arglabine normalise la concentration plasmatique de cholestérol total et de triglycérides
et réduit de fagon trés significative la concentration plasmatique de 1’ensemble des
fractions des lipoprotéines chez les souris ApoE2.Ki placées sous régime athérogene.
Dans la littérature, 1’ Arglabine est connue comme une drogue anti-cancéreuse qui inhibe
la farnésyl transférase (175) afin d’inhiber I’activité de ’oncogéne RAS dont la mutation
activatrice est retrouvée dans plus de 30% des cancers humains (216). Il a été démontré
que les inhibiteurs de la farnésyl diphosphate farnésyltransférase, tels que I’acide
zaragozique et l'acide carboxylique, inhibent la biosynthése endogéne du cholestérol
(217) et réduit la biosynthése hépatique des triglycérides (218). Les statines sont des
inhibiteurs de la HMG-CoA réductase qui réduisent aussi la biosynthése endogéne du
cholestérol en bloquant la synthése de mévalonate. La diminution de la concentration
hépatique en cholestérol conduit a 1’activation de la transcription de différents genes tels
que le gene codant pour les LDLR, impliqués dans la clairance plasmatique des particules
LDL (219). Or, nos résultats montrent que le traitement des souris par 1’Arglabine
n’inhibe pas la biosynthese endogeéne du cholestérol et n’altére pas I’expression des LDL
récepteurs au niveau des hépatocytes. En effet, les statines inhibent la HMG-CoA
réductase, ’enzyme clé de la biosynthése endogene du cholestérol. La baisse de la
concentration du cholestérol au niveau du cytoplasme entraine une augmentation de la
synthese des LDLR et donc une captation plus importante des LDL plasmatiques. Dans le

cas de I’Arglabine, bien qu’elle inhibe la farnésyl diphosphate farnésyltransférase, une
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enzyme intermédiaire dans la voie métabolique, qui catalyse la conversion de la farnésyl-
pyrophosphate en squaléne, n’entraine pas d’augmentation des LDLR. Cependant,
comme 1’Arglabine réduit la concentration plasmatique de 1’ensemble des fractions des
lipoprotéines de facon équitable, I’hypothése probable pour expliquer la normalisation du
niveau de cholestérol et des triglycérides pourrait étre attribuée a un blocage par
1’ Arglabine de I’absorption des lipides au niveau intestinal. L’IL-1f inhibe l'activité de la
lipoprotéine lipase qui hydrolyse les triglycérides contenus dans les VLDL et les
chylomicrons (220), ce qui induit une hypertriglycéridémie chez les souris ApoE.Ki
placées sous régime athérogéne. Le traitement de ces souris par 1’Arglabine réduit la
concentration plasmatique de I’'IL-1p, d’ou la baisse de la triglycéridémie. La HMG-CoA
réductase est I’enzyme clé de la voie de synthese du cholestérol et la 7-o hydroxylase
(Cyp7al) est I’enzyme clé de la transformation du cholestérol en acides biliaires. Kojima
M et ses collaborateurs ont récemment montré que I’hypercholestérolémie induite chez la
souris est sous le controle de la cytokine IL-1p qui agit en inhibant I’expression de la
Cyp7al et en augmentant 1’expression de la HMG-CoA (221). Or, Kotas ME et ses
collaborateurs ont montré que la normalisation du métabolisme lipidique n’est pas limitée
a la baisse de la concentration plasmatique de I’IL-1p. Ils ont montré que la caspase-1,
indépendamment de I’IL-1, joue un réle principal dans la régulation de l'appétit, le poids
corporel et le métabolisme des lipides (222). La déficience des souris en caspase-1 induit
une accélération de la clairance des triglycérides sans lien causal avec la synthése et
l'absorption des lipides. Il en résulte une altération de I’équilibre entre les triglycérides et
les acides gras circulants. Une deuxiéme étude a souligné le rdle de la déficience en
caspase-1 dans la malabsorption des lipides au niveau intestinal (223). L’administration
orale d’huile d’olive a des souris caspase-17" réduit ’absorption des triglycérides au
niveau intestinal et réduit la captation des acides gras par le foie, le muscle et le tissu
adipeux. De plus, la déficience en caspase-1 réduit la synthése hépatique de VLDL a
partir de triglycérides captés par le foie. L’analyse de I’expression des geénes hépatiques
et intestinaux chez les souris caspase-17" ne montre aucun effet significatif ni sur
I’oxydation ni sur la captation des acides gras. Par contre, une inhibition du transport
intracellulaire des acides gras a été bien établie. Cette inhibition est le résultat de la

disponibilité limitée des lipides nécessaires a I’assemblage et a la sécrétion des
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lipoprotéines riches en triglycérides (223). A coté de son rble dans I’inflammation,
I’apoptose et la nécrose, les études ci-dessus montrent clairement le réle de la caspase-1
dans I’absorption intestinale et la sécrétion hépatique des triglycérides. L’ensemble de ces
résultats montre que 1’Arglabine est une molécule hypolipidémiante ou
anticholestérolémiante qui agit sur le métabolisme et I’absorption lipidique a travers
I’inhibition de I’auto-clivage de la caspase-1. Au cours de ces dernieres années, un
progrés thérapeutique majeur a eu lieu concernant le traitement des sujets
hypercholestérolémiques avec la mise au point des statines. Vu les effets indésirables
dont elles sont responsables, comme la pancréatite aigiie et I’hépatite aigle, I’ Arglabine
pourrait bénéficier d'un essor sans précédent dans le domaine de la prévention des

maladies cardiovasculaires.

L’importance du cholestérol et plus particulierement des LDL dans 1’athérogénese n’est
plus contestée. De nombreuses études effectuées sur des sujets hypercholestérolémiques
ont montré qu’il est possible de réduire le risque cardiovasculaire chez 1’homme en
diminuant le taux de LDL cholestérol. L hyperlipidémie est associée a une augmentation
de la captation des LDL par les cellules endothéliales. Une fois I’endothélium traversé,
les LDL se retrouvent piégées dans 1’espace sous-endothélial suite aux interactions qui
s’établissent entre des constituants de 1’apoprotéine B100 et les protéoglycanes de la
matrice. Les ROS s’attaquent a la partie lipidique et protéique des LDL, ce qui aboutit a
la formation de LDLox. Ces produits dérivés induisent 1’expression de molécules
d’adhésion par les cellules endothéliales permettant 1’invasion de la paroi artérielle par
les leucocytes, 1'un des événements précoces de 1’athérogénése (224). Au cours de ce
travail, nous avons montré que les souris ApoE>.Ki placées sous régime athérogene
présentent une concentration plasmatique de I’'IL-1p significativement trés élevée par
rapport aux souris placées sous régime chow diet. Cette augmentation est en partie
médiée par I’induction de I’oxydation des LDL cholestérol dans I’intima des souris. Au
niveau des macrophages, les LDLox participent au ‘priming’ de I’inflammasome NLRP3
a travers I’induction de la voie de I’hétérodimére TLR-4/TLR-6 et de la voie NF-¢B. Ils
induisent aussi I’activation de 1’inflammasome NLRP3 des macrophages ou ils sont
ingérés par phagocytose. Ce processus est associé a une induction de 1’expression

intracellulaire des ROS et a la libération de la cathépsine B, responsables de ’activation
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de I’inflammasome NLRP3 et de ’activation de I’'IL-1p et de I’IL-18 (225). Une étude
récente a souligné 1I’importance du récepteur CD36 dans 1’activation de I’inflammasome
NLRP3 par les LDLox. Il a été démontré que la déficience des souris ApoE™- en CD36 est
associée a une réduction de la concentration plasmatique de I’TL-1p et de I’'TL-18 et a un
risque moins important d’accumuler des cristaux de cholestérol au niveau des
macrophages (226). La comparaison entre les souris traitées ou non montre que
I’ Arglabine réduit de fagon trés significative 1’oxydation des LDL cholestérol chez les
souris ApoE2.Ki placées sous régime athérogeéne. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer
I’effet de I’ Arglabine sur I’inhibition de 1’oxydation des LDL :

- I’Arglabine pourrait agir sur I’endothélium vasculaire en induisant la synthese de
NO, ce qui préserve la balance redox des cellules endothéliales et inhibe la
sécrétion des ROS, notamment 1’anion superoxyde a 1’origine de I’oxydation des

LDL.

- I’Arglabine pourrait agir directement sur le LDL cholestérol notamment au
niveau de leur partie protéinique, 1’apoprotéine B100, ce qui inhibe 1’oxydation
des LDL.

- Une corrélation a été mise en évidence entre 1’oxydation des LDL et 1'état oxydatif
intracellulaire qui dépend de I'équilibre entre les oxydases cellulaires et les anti-
oxydants (227). Ainsi nous avons émis I’hypothése que 1’Arglabine pourrait agir
au niveau cellulaire, notamment au niveau des macrophages, en inhibant les
oxygeénases cellulaires comme la NADPH oxydase ou en activant les antioxydants

cellulaires comme le systéeme de GSH.

Le résultat de cette étude fait 1’objet de plusieurs voies de recherche qui suscitent 1’intérét
de tester ces hypotheses et de décrypter les mécanismes d’action de 1’Arglabine sur le

processus d’oxydation des LDL.

L’hétérogénéité des populations monocytaires est conservée chez les mammiferes. Chez
la souris comme chez 1’homme, les monocytes sont classés en sous-populations en

fonction des marqueurs qu’ils expriment a leur surface. Ainsi on distingue :
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- les monocytes Ly-6C"9" (chez la souris) ou CD14""CD16™ (chez 1’homme) ou
monocytes « classiques ». lls sont les précurseurs des macrophages M1 pro-
inflammatoires et des cellules dendritiques en conditions inflammatoires qui
produisent le TNF-a et les ROS. Leur migration dépend de la chimiokine
CCL2/MCP-1 exprimée par les macrophages (228).

- les monocytes Ly-6C'" (chez la souris) ou CD14*CD16" (chez I’homme) ou
monocytes « non-classiques ». Ces cellules ont une demi-vie plus longue que les
monocytes Ly-6C"9". Tls sont appelées ‘monocytes résidents’ ou ‘patrouilleurs’,
responsables de la sécrétion des cytokines et des chimiokines pour le recrutement
d’autres types de cellules immunitaires nécessaires a la lutte contre
I’inflammation. Leur migration dépend de la fractalkine et de son récepteur

CX3CR1, présent sur les cellules endothéliales activees (229).

Swirski FK. et ses collaborateurs ont démontré que I’hypercholestérolémie induite chez la
souris ApoE” par le régime athérogéne augmente le nombre des monocytes Ly-6CM9"
(190). Leurs résultats valident nos résultats obtenus chez les souris ApoE2.Ki/NLRP3™.
Nous avons déja montré que la comparaison entre ces souris, placées sous régime chow
diet ou HFD, ne montre aucune différence significative au niveau de la cholestérolémie et
de la triglycéridémie. Par cytométrie de flux, nous avons quantifié le nombre de
monocytes Ly-6C"9" et de monocytes Ly-6C'" et les données ne montrent aucune
difféerence significative. 1l a été démontré que le traitement des sujets
hypercholestérolémiques par une molécule anticholestérolémiante comme la statine,
réduit le nombre des monocytes Ly-6C"9" responsables de la formation de la plaque
d’athérome (190). Au cours de cette étude, nous avons montré que le traitement des
souris ApoE2.Ki placées sous régime athérogene par 1’Arglabine, réduit le nombre des
monocytes Ly-6C"9" et augmente le nombre des monocytes Ly-6C'Y. Ainsi I’ Arglabine
oriente les monocytes d’un phénotype pro-inflammatoire vers un phénotype anti-
inflammatoire a travers la réduction de la concentration plasmatique de I’'IL-1p et la
normalisation du profil lipidique des souris ApoE».Ki. L’effet anti-inflammatoire de
I’Arglabine a été validé par une étude effectuée sur le phénotype des macrophages

‘lésionnels’ infiltrés au niveau des plaques d’athérome par immunohistochimie. Les
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résultats de cette étude montrent que I’Arglabine oriente ces macrophages d’un

phénotype M1 pro-inflammatoire vers un phénotype M2 anti-inflammatoire.

Son potentiel thérapeutique dans les maladies cardiovasculaires (MCV) a suscité notre
intérét a décrypter les effets de la molécule d’Arglabine dans un contexte métabolique
notamment dans le DT2, un facteur de risque fréquent des MCV. Afin d’atteindre cet
objectif, j’ai étudié¢ dans un premier temps, I’effet de 1’ Arglabine sur une lignée cellulaire
B-pancréatique, les cellules INS-1 et sur les lots de Langerhans murins préelevés sur des
souris ApoE2.Ki et des souris ApoE2.Ki/NLRP3”. Dans un deuxiéme temps, j’ai étudié
les effets de 1’Arglabine sur les désordres métaboliques associés au développement du
DT2 sur les mémes modeles de souris. L’isoforme humaine ApoE; (€2/€2) était le sujet
de plus d’une trentaine d’études qui 1’ont positivement corrélée a la survenue d’un DT2
(230). L’ApoE murine, principalement synthétisée au niveau du foie, se lie au récepteur
des LDL, ce qui induit la clairance des lipoprotéines riches en triglycérides de la
circulation (231). Or I’isoforme humaine ApoE: se fixe mal aux récepteurs LDL, ce qui
induit une hypertriglycéridémie qui résulte de ’altération de la clairance hépatique des
lipoprotéines riches en triglycérides (231, 232). L’inflammation est la complication
majeure de I’hypertriglycéridémie qui en résulte, ce qui augmente le risque de
développement des pathologies métaboliques (233, 234, 235). Aprés un régime riche en
lipides, les souris ApoE2.Ki présentent une insulinémie élevée et une hyperlipidémie
postprandiale prolongée, accompagnée d’une augmentation du nombre de granulocytes.
L’hyperlipidémie postprandiale et 1’hypertriglycéridémie sont les deux principaux
facteurs de risque des maladies métaboliques et vasculaires a cause de leur lien étroit
avec l'activation des leucocytes, l’augmentation du nombre des neutrophiles et
I’induction de I’inflammation (236, 237, 238, 239). Les souris ApoE;.Ki, placées sous un
réegime de type HFD, présentent un dysfonctionnement adipocytaire sévere di a
I’inflammation du tissu adipeux et a son infiltration par les macrophages. Cette
dysfonction est associée a une hyperinsulinémie prolongée qui prédispose les souris
ApoE2.Ki aun DT2 (240).
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Les résultats de nos études ont montré que 1’ Arglabine :

1- réduit Pactivité de I’inflammasome NLRP3 en inhibant le processus de maturation
de la pro-IL-1p en IL-1p biologiquement active au niveau des ilots de Langerhans

prélevés sur des souris ApoE2.Ki et au niveau des cellules INS-1.

2- normalise la glycémie et I’insulinémie des souris ApoE2.Ki placées sous régime
HFD.

3- réduit I’apoptose des cellules B-pancréatiques des souris ApoE2.Ki. L’Arglabine
augmente, de maniére dose-dépendante, I’expression de la protéine anti-

apoptotique Bcl-2 réduisant ainsi le ratio Bax/Bcl-2.

4- induit ’autophagie au niveau des cellules INS-1 en augmentant de facon dose-

dépendante I’expression de la Becline 1 et de la protéine LC3.

Nous avons montré que la déficience des Tlots de Langerhans en Nlrp3 est associée a une
inhibition compléte de 1’expression de I’IL-1p, ce qui montre le réle de I’'inflammasome
NLRP3 dans [I’inflammation des cellules p-pancréatiques. L’activation de
I’inflammasome NLRP3, induite par les cristaux de cholestérol au niveau des ilots de
Langerhans et au niveau des cellules INS-1, a été inhibée de facon dose-dépendante par
I’ Arglabine. Cet effet consiste en une inhibition du processus de maturation et du clivage
de la pro-IL-1B en IL-1p biologiquement active. Il a ét¢ démontré que 1’expression des
composantes de I’inflammasome NLRP3, telles que la caspase-1, ASC et la NIrp3 est
augmentée principalement dans les macrophages infiltrés au niveau du tissu adipeux.
Cette expression est directement corrélée a la résistance a I’insuline et a la gravité du
DT2 (241, 242). L’activation de I’inflammasome NLRP3 (par I’hyperglycémie
chronique, les acides gras libres, la production consécutive de I’'IL-1p, etc) contribue a
I’inflammation locale, a 1’apoptose des cellules P-pancréatiques et au déficit de la
sécrétion de I’insuline (243). Stienstraa R. et ses collaborateurs ont montré que les souris
NLRP3” placées sous régime de type HFD sont protégées contre 1’obésité,
I’insulinorésistance, la stéatose hépatique et I’hypertrophie adipocytaire (244). Ces

données suggerent I’importance de 1’Arglabine dans la préservation de la masse et de la
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fonction des cellules B du pancréas des diabétiques et dans 1’amélioration de leur

sensibilité a I’insuline.

L’hypertriglycéridémie induite chez les souris ApoE2.Ki susceptibles au DT2, a été
associée a d’autres désordres métaboliques qui pourraient se résumer en une
hyperglycémie et une hyperinsulinémie. Ces deux parametres ont été normalisés par
I’Arglabine. En effet, I’hyperglycémie induite par le régime HFD agit sur les ilots de
Langerhans des souris ApoE2.Ki en induisant I’expression de I’'IL-1B. L hyperglycémie
induit la production intracellulaire des ROS qui dissocient le complexe TXNIP/Trx-1.
Une fois libéré, le TXNIP active I’inflammasome NLRP3 et induit le clivage de I'IL-1p,
ce qui favorise D’infiltration des cellules B-pancréatiques par les macrophages pro-
inflammatoires. D’ou I’augmentation de la concentration cytoplasmique de I’IL-1p chez
les souris ApoE..Ki. Ce résultat a été validé dans notre deuxieme modéle animal, les
souris ApoE2.Ki/NLRP3”". Nous avons montré que ces souris présentent une glycémie et
une insulinémie similaires a celles des souris placées sous régime chow diet et ne
présentent aucune différence significative au niveau de la concentration plasmatique de
I’IL-B. L’effet toxique du glucose ainsi que I’environnement inflammatoire chronique
induit chez les souris ApoE2.Ki peuvent exacerber 1’altération de la fonction des cellules
B-pancréatiques, causant 1’apoptose des cellules. Le traitement des souris ApoE2.Ki
placées sous régime athérogene montre que 1’ Arglabine inhibe I’apoptose des cellules [3-
pancréatiques des Tlots de Langerhans. Ce résultat a été mis en évidence par analyse
immunohistochimique, en évaluant 1’expression du marqueur d’apoptose, la caspase 3.
L’étude de son mécanisme d’action montre que 1’Arglabine agit en augmentant
I’expression de la Bcl-2, ce qui réduit le ratio Bax/Bcl-2, marqueur de la susceptibilité a
I’apoptose. Les mécanismes de régulation de la prolifération des cellules B-pancréatiques
ont été largement étudiés (245). Comme les autres types cellulaires, ces cellules
expriment des régulateurs du cycle cellulaire comme les cyclines, les CDK (cyclin-
dependent kinases) et les inhibiteurs des CDK, regroupes en deux populations : les
CIP/KIP (Cdk-interacting protein/kinase inhibitory protein) et les inhibiteurs de la CDK4
(INK4/Arf) (245, 246, 247). L’inhibiteur de la CDK-1a (CDKN1a), appelé aussi p21, est
un membre de la sous-population des CIP/KIP qui inhibe I’expansion de la masse

cellulaire et la prolifération des cellules B-pancréatiques. Hernandez A.M. et ses
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collaborateurs ont démontré que le p21 active directement 1’apoptose des cellules B-
pancréatiques a travers 1’induction de processus de maturation de la caspase 3. Ils ont
démontré que I’induction de I’expression de la Bcl-2 et I’inhibition de I’expression des
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak inhibent le clivage de la caspase 3 induit par le
p21 (248). Ainsi, il serait intéressant de confirmer ce mécanisme d’action dans notre
modele de souris et d’étudier I’effet de la molécule d’Arglabine sur la transcription de
p21. Un effet anti-apoptotique similaire a celui de 1’Arglabine a été observé dans une
¢tude effectuée chez I’homme. Il a été démontré que le polyphénol extrait de la plante
Camellia sinensis (thé vert), largement connue pour ses vertus dans la protection contre
les maladies cardiovasculaires et le cancer, inhibe 1’apoptose des il6ts de Langerhans
prélevés du pancréas humain. De la méme facon que I’Arglabine, le polyphénol
augmente de 2,5 fois I’expression de la Bcl-2 et réduit de 2 fois I’expression de Bax, ce
qui a préservé la fonction et la masse cellulaire des cellules § au niveau du pancréas
humain (249).

Depuis 2006, la découverte de vacuoles autophagiques au niveau des flots de Langerhans
de rats diabétiques (modele ZDF) a marqué un tournant important dans 1’étude du DT2.
Cependant, le role physiopathologique de 1’autophagie et son lien causal avec le DT2 n'a
pas été bien rapporté jusqu’a maintenant. Au cours de ce travail, nous avons étudié 1’effet
de I’ Arglabine sur le processus autophagique au niveau de la lignée des cellules INS-1.
Les résultats de notre étude montrent que le traitement des INS-1 par 1’Arglabine induit
I’autophagie en augmentant 1’expression de la Becline 1 et de la LC3. Une étude récente
a démontré que ’activation de l’autophagie au cours de 1’insulinorésistance est
initialement induite au niveau du tissu adipeux. Ils ont démontré que 1’induction de
I’expression des marqueurs d’autophagie tels que la LC3-l, la LC3-II, I’Atg5 et le
complexe Atgl2-Atg5 est déclenchée au niveau du tissu viscéral (250). De plus, la
transcription de leurs génes est positivement corrélée avec le développement de 1’obésité,
la distribution du tissu adipeux viscéral et I’hypertrophie adipocytaire (251). L’altération
des voies autophagiques est positivement corrélée a une augmentation de la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1B et I’IL-18. Il a été démontré que la
délétion des protéines autophagiques, notamment la Becline 1 et la LC3, induit

I’oligomérisation de I’inflammasome NLRP3, I’auto-activation de la caspase-1 et
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I’expression de I'lL-1B et de I’IL-18 (252). Dans une autre étude, Ebato Ch. et ses
collaborateurs ont démontré que I’induction de I’autophagie chez des souris diabétiques
(modéle db/db) et des souris C57BL/6 placées sous régime de type HFD, induit la
formation des autophagosomes, augmente le taux de conversion de la LC3-1 en LC3-11 et
réduit la concentration cytoplasmique des marqueurs de I’inflammation. Pour déterminer
le role physiologique de I’autophagie au niveau des ilots de Langerhans, Ebato Ch. et ses
collaborateurs ont généré un modele de souris déficientes en Atg7, un géne essentiel a la
formation des autophagosomes, en particulier au niveau des cellules B-pancréatiques.
Cette déficience a été associée a une dégénération des cellules B, une altération de la
tolérance au glucose et une réduction de la sécrétion d’insuline (253). Ce résultat a été
validé par I’équipe de Jung H.S. et ses collaborateurs qui, par le biais du méme modéle de
souris, ont montré que la déficience en Atg7 est associée a une déficience en insuline et a
une hyperglycémie. Ces deux désordres métaboliques peuvent étre expliqués par la
réduction de la masse des cellules B-pancréatiques qui résulte de la baisse de la
prolifération des cellules B et de I’induction de leur apoptose (194). Prenant en
considération I’ensemble des résultats de ces études, nous montrons I’importance du
potentiel pro-autophagique de la molécule de 1’Arglabine dans la réduction de
I’environnement inflammatoire et le maintien de I’architecture et de la fonction des
cellules B au niveau des pancréas des souris ApoE2.Ki placées sous régime athérogéne.
Notre étude montre la causalité entre deux mécanismes cellulaires au cours de la
pathogenése d’un DT2, la survie et la mort des cellules B-pancreatiques. Ce lien a suscité
notre intérét a émettre I’hypothése suivante : |’autophagie pourrait-elle protéger de
I’apoptose les cellules B-pancréatiques dans notre modéle de souris? Afin d’atteindre cet
objectif, nous avons étudié I’effet de I’inhibition de 1’autophagie induite par 1’ Arglabine
sur 1’apoptose des cellules INS-1 via 1’évaluation de I’expression de la Bax et de la Bcl-2.
L’effet pro-autophagique de 1’Arglabine a été inhibé par un inhibiteur spécifique, le 3-
MA et les résultats obtenus ont été compares par rapport a un puissant inducteur de

I’autophagie, la rapamicine. Les données de cette étude montrent que :

- le traitement des INS-1 par le 3-MA induit une augmentation du ratio Bax/Bcl-2.
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- le traitement par 1’Arglabine ainsi que le traitement des INS-1 par la rapamycine

réduisent le ratio Bax/Bcl-2.

- le traitement des INS-1 par le 3-MA en présence de 1’Arglabine réduit

modérément le ratio Bax/Bcl-2.

- le traitement par la rapamycine en présence de 1’Arglabine augmente le ratio

Bax/Bcl-2 et augmente donc la susceptibilité des INS-1 a I’apoptose.

Le 3-MA inhibe I’autophagie en bloquant la PI3K, empéchant ainsi la formation de
I’autophagosome (163). Il a été démontré que le 3-MA bloque I’expression de la Becline
1 (254) nécessaire a la régulation de I'initiation de I'autophagie et inhibe la conversion du
LC3-1 en LC3-11 (255). D’autres études ont démontré que 1’inhibition de 1’autophagie par
le 3-MA est étroitement liée a I’inflammasome NLRP3. Nos résultats sont validés par
I’étude de Harris J. et ses collaborateurs qui ont démontré que le 3-MA induit I’activation
de I’inflammasome NLRP3 et I’expression de I’'IL-1f et de 1’IL-18 a travers I’inhibition
de la PI3K (255, 256). Le traitement des INS-1 par I’Arglabine, en présence du 3-MA, a
réduit I’apoptose en induisant I’expression de Bcl-2. L’hypothése pouvant expliquer ce
résultat est que I’ Arglabine pourrait agir en activant la kinase PI3K de type Ill. Cette
activation est associée a l’inhibition de I’activit¢é de I’inflammasome NLRP3 et &
I’induction de I’autophagie des INS-1 en augmentant I’expression de la Becline 1 et de la

LC3 et en réduisant leur apoptose.

La rapamycine, également connue sous le nom de sirolimus ou Rapamune, est utilisée
comme médicament chez les patients ayant effectué une transplantation d'organes, en
combinaison avec des immunosuppresseurs classiques, pour prévenir le rejet d'organes
(257). Cette molécule se caractérise par des propriétés anti-inflammatoires, antifongiques
(258) et anticancéreuses (257). Ainsi, la rapamycine est recommandée dans le traitement
de plusieurs pathologies comme 1’athérosclérose, les maladies d’Alzheimer et de
Parkinson. La rapamycine (inhibiteur de la voie de régulation MTOR) est une molécule
inductrice de 1’autophagie qui agit comme I’ Arglabine en augmentant 1’expression de la
Bcl-2 responsable de la réduction de 1’apoptose des INS-1. Il a été démontré que la
Rapamycine protege les cellules INS-1 stimulées par 1’amyline contre 1’apoptose en

inhibant le clivage de la caspase 3. Une étude effectuée sur un modeéle de souris
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susceptible a un DT2 (Akita) montre que la rapamycine améliore la fonction des flots de
Langerhans en réduisant la concentration cytoplasmique de glucose (259) et en
augmentant la sécrétion d’insuline (260). Elle réduit I’apoptose des cellules p-
pancréatiques par amélioration du stress du réticulum endoplasmique sans effet
significatif sur la masse cellulaire (259). Le traitement du méme modele de souris par la
rapamycine augmente de deux fois le nombre des autolysosomes par rapport aux
autophagosomes. Ce résultat montre que la rapamycine agit en induisant la fusion
autophagosome-lysosome au niveau des cellules B-pancréatiques des souris diabétiques
(260). Nous avons montré que le traitement des INS-1 par deux inducteurs d’autophagie,
la rapamycine et 1’ Arglabine, augmente leur susceptibilité a I’apoptose. Chang G.R et ses
collaborateurs ont étudié 1’effet de 1’injection intrapéritonéale d’une dose journaliére de 2
mg/kg de rapamycine sur un modéle de souris obéses (KK/HIJ) placées sous régime
athérogene durant 42 jours. Le résultat montre que le traitement par la rapamycine a été
associé a une baisse du gain de poids et a une réduction de la concentration
cytoplasmique des triglycérides et de la leptine. De plus, la rapamycine a induit une
augmentation de la concentration cytoplasmique de I’insuline et une altération de la
tolérance au glucose (261). Une autre étude a été effectuée in vitro sur des cellules INS-1
qui ont été traitées en continu par la rapamycine. Le résultat montre une induction de
I’expression de la Bax par rapport a une baisse de 1’expression de la Bcl-2, ce qui montre
que l’induction prolongée d’autophagie est associée a une apoptose des cellules B-
pancréatiques. Les résultats de ces études sont en faveur de I’hypothése émise selon
laquelle la molécule d’Arglabine pourrait étre impliquée non seulement dans la voie de
régulation PKB/Akt mais également dans la voie MTOR. Il a été démontré que
I’induction prolongée d’autophagie en présence de la rapamycine est associée a
I’induction de la génération des ROS, ce qui augmente le stress oxydant responsable de la
dérégulation de la production des adipocytokines impliquées dans I’homéostasie de
I’énergie incluant 1’adiponectine, I’IL-6, le PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor-1) et
le MCP-1 (262, 263). 1l en résulte des dommages cellulaires responsables de 1’altération
de la tolérance au glucose, I’insulinorésistance et 1’apoptose des cellules B-pancreatiques
(264, 265). Fraenkel et ses collaborateurs ont démontré que la rapamycine induit une

insulinorésistance a travers la réduction de la phosphorylation de 1’ Akt et I’augmentation
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de T’activit¢ de GSK3b et de JNK (266). Malgré des effets indésirables comme
I’hypertriglycéridémie, le gain de poids excessif et l'insulinorésistance, la rapamycine est
encore recommandée chez I’homme. Vu la variation de 1’effet de la rapamycine entre les
deux espéces (267, 268, 269), I’'importance des complications associées a ses effets
secondaires remet en question 1’étude physiologique de 1’Arglabine dans la prévention de

rejet d’organes.

Le mécanisme d’autophagie dans la physiopathologie du DT2 demeure complexe et pas
bien décrit, d’ou la nécessité d’études supplémentaires qui pourraient mieux élucider le

mécanisme d’action de la molécule d’Arglabine au niveau des ilots de Langerhans.
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es résultats obtenus au cours de ce projet de thése montrent que 1’inflammation

pourrait constituer une nouvelle stratégie dans la prévention et le traitement des

maladies cardiovasculaires comme 1’athérosclérose et le DT2.

L’inflammasome NLRP3 et I'IL-1B constituent la pierre angulaire de nombreuses
pathologies inflammatoires. L’activité de I’inflammasome NLRP3 a été ciblée par la
molécule d’Arglabine, un produit naturel extrait de la plante Artemesia glabella. Cette
molécule inhibe 1’oligomérisation et I’activation de 1’inflammasome NLRP3 ainsi que le

processus de maturation des cytokines pro-inflammatoires, I’IL-1p et 1’IL-18.

Les résultats de ce travail montrent que 1’ Arglabine exerce des propriétés anti-oxydantes,
anti-athérogenes et anti-apoptotiques a travers 1’inhibition spécifique de I’activité de
I’inflammasome ~ NLRP3, I’amélioration du profil lipidique, du profil
glucidique/insulinémique et I’induction de 1’autophagie. Ainsi, nous montrons, pour la
premiere fois, le role capital de la molécule d’Arglabine dans ’amélioration des
désordres meétaboliques et cardiovasculaires associés a la physiopathologie de

I’athérosclérose et le DT2.

Les résultats de cette étude présentent une voie de recherche trés prometteuse dont la
molécule d’Arglabine pourrait étre une nouvelle approche thérapeutique dans I’initiation
et le développement des maladies inflammatoires et dans la prévention des complications

qui leur sont associées.
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Perspectives
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es résultats obtenus dans le cadre de cette thése représentent un progrés dans

les connaissances sur les propriétés de I’inflammasome NLRP3 et notamment

sur son role dans la production de I’'IL1-P dans le macrophage et les cellules 3-
pancréatiques. L’inhibition de I’inflammasome pourrait constituer une nouvelle stratégie
thérapeutique dans la prise en charge pharmacologique de I’athérosclérose et du DT2.
Cependant, d’autres études peuvent étre envisagées, notamment des études cliniques afin

que 1’ Arglabine puisse étre utilisée chez I’homme.

- Nous avons montré que 1’Arglabine induit la dégradation de la protéine Nlrp3 et
inhibe le processus d’auto-activation de la caspase-1. En condition physiologique,
le domaine PYD de la protéine Nlrp3 présente une conformation d’auto-
agrégation ce qui rend la protéine NIrp3 inactive et inhibe donc son interaction
avec le domaine PYD de I’ASC. Le mécanisme responsable de cette inactivation
demeure encore inconnu. La stimulation de I’inflammasome NLRP3 est
étroitement corrélée a un changement de conformation de la protéine Nirp3,
indispensable a son oligomérisation. L’¢lucidation de la structure de la protéine
NIrp3 et de la caspase-1 par cristallographie devrait faciliter le décryptage du
mécanisme d’action de I’ Arglabine sur I’inflammasome NLRP3.

L’apoptose et 1’autophagie sont deux mécanismes complexes qui concourent ’un et
I’autre a la destruction des cellules. Nous avons bien ¢lucidé ’effet protecteur de
I’induction de I’autophagie par 1’Arglabine dans la physiopathologie de I’athérosclérose
et dans le maintien de D’architecture et de la fonction des cellules B au niveau du

pancréas. D’autres études peuvent étre envisagées afin de déterminer :

- le role de la molécule d’Arglabine sur les voies de régulation de 1’autophagie : la
voie PKB/Akt et la voie MTOR, ce qui nous permettrait de mieux décrypter la
complexité de I’autophagie dans 1’athérosclérose et le DT2.

- leffet de I’Arglabine sur les régulateurs du cycle cellulaire des cellules f-
pancréatiques et leurs inhibiteurs comme le p21.

Au cours de cette these, nous avons déterminé le schéma posologique optimal de la

molécule d’Arglabine chez la souris: la demi-vie dans le plasma, la voie d’administration,

p. 150



la dose et la frequence d'administration. Ces données doivent étre associées a une étude

pharmacocinétique de I’ Arglabine. Elle comprend 1’étude de :

- P’absorption : cette étude nous permettra de valider notre hypothese selon laquelle
I’ Arglabine pourrait étre absorbée au niveau de l'intestin gréle.

- la distribution : I’Arglabine pourrait s'accumuler dans certains organes ou tissus ;
ainsi il serait intéressant d’étudier I’affinité de 1’Arglabine pour certaines
protéines comme les protéines tissulaires ainsi que pour les acides nucléiques.

- lamétabolisation, en particulier au niveau du foie.

- D’excrétion de 1’Arglabine et de ses métabolites : I’ Arglabine peut étre éliminée
par voie urinaire, par voie biliaire ou sous forme de métabolites conjugués.
Cependant, de nombreux autres organes peuvent participer a son
élimination comme les poumons, la peau (transpiration), les glandes salivaires, les

glandes lacrymales...
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Annexe |

Tampon de lyse

Réactifs Volume final=10ml Concentration finale
Hepes 1 M 100 pl 10 mM
EDTAOQ05M 20 pl 1 mM
KCI2M 300 pl 60 mM
NP40 100% 50 pl 0.5%
PMSF* 0,2 M 50 pl 1 mM
DTT*1M 10 pl 1 mM
NaF* 1 M 100 pl 10 mM
NazVOs+ 1 M 10 pl 1 mM
Cocktail inhibiteurs Une tablette
protéases (Complete
tablets, mini easy pack,
Roche)
Inhibiteurs phosphatases 100 pl 1/100
(Phosphatase inhibitor
Cocktail 2, Sigma)
H20 9.26 ml

*A préparer extemporanément :

PMSF 0,2 M
DTT1M
NaF 1 M
NasVOs1 M

0.035 g/1 ml éthanol

0.154 g/1 ml H20
0,042 g/1 ml H20
0,184 g/1ml H20
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Préparation du tampon de Laemmli 4X

Tampon Tris/SDS
Tris HCI 0,7 M pH=6,8 8.48 g
SDS 22% 22 9
H20 QSP 100 ml

Tampon de Laemmli 4X

Tris HCI 0,7 M pH=6,8/SDS 22% 700 pl
B-mercaptoéthanol 400 pl
Glycérol 800 pl

Bleu de bromophénol 1 pointe de spatule
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Annexe |1

Tampon de migration 10X

Réactif QSP 1 L de H20
Tris0,25 M 30.28 g
Glycine 1,92 M 144.1 g
SDS 1% 109

Tampon de transfert sans méthanol

Réactif QSP 1 L de H20
Tris 0,25 M 30.28 g
Glycine 1,92 M 1441 ¢
SDS 0,05% 05¢g

Tampon de transfert 1X avec éthanol

Réactif QSP 1L de H20
Tampon de transfert 200 ml
5X
Ethanol 200 ml

p.172



Annexe 111

Extraction d’ADN génomigue a partir des queues de souris

1. Tampon de lyse :
NaOH 25 mM

EDTA 0,2 mM
—Pour 40 ml de tampon :

o NaOH=40 mg ou NaOH 3M=333 ul
o EDTAO0,5M, pH8=16 pl
o Eau QSP 40ml

2. Tampon de neutralisation
Tris HCI 40 mM

— Pour 40 ml de tampon :

o Tris-HCI 252 mg
o [Eau QSP 40 ml
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Annexe IV

Principes des technigues de dosage des paramétres lipidiques et de la glycémie

1) Dosage de la concentration plasmatique de cholestérol total
Le cholestérol estérifié est hydrolysé par la cholestérol estérase en cholestérol libre.

Cholestérol

- » Cholestérol + Acide gras
estérase

Cholestérol estérifié + H.O

Le cholestérol libre est alors soumis a 1’action de la cholestérol oxydase en présence de

I’oxygeéne du milieu.

Cholestérol
oxydase

Cholestérol + O» » Cholesténe-3-one + H,02

Le peroxyde d'hydrogéne formé est dosé par la réaction de Trinder : en présence de
phénol, de 4-aminoantipyrine et d’une peroxydase, il se forme une quinone imine dosable

a 500 nm et dont la coloration est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans

I’échantillon.

2 H202 + Phénol + 4-Aminoantipyrine Peroxydase Quinone Tmine + 4 H.0

2) Dosage de la concentration plasmatique de HDL-cholestérol
La technique de dosage de HDL-cholestérol fait appel a deux étapes fondamentales: la
lére étape consiste en une oxydation des chylomicrons, des V-LDL et des LDL en

présence d’une cholestérol oxydase (CO) avec libération de peroxyde d’hydrogene. En
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présence de la peroxydase, le H.O libéré réagit avec le N,N-bis(4-sulphobutyl)-

mtoluidine-disodium (DSBmMT) pour générer un complexe non réactif incolore.

HDL, LDL, VLDL, Accélérateur + CO LDL, VLDL,
Chylomicrons DSBmT + Peroxydase  Chylomicrons,
non réactifs

La deuxiéme étape consiste en une solubilisation par un détergent spécifique, ce qui
permet l'accessibilité des enzymes, la cholestérol estérase (CE) et la cholestérol oxydase
(CO) au HDL-cholestérol.

HDL cholestérol ch) » A*Cholesterone + H,0>

Le peroxyde d’hydrogene génére réagit avec le chromogene, 4-amino-antipyrine (4-AAP)
dont l'intensité de la coloration rouge obtenue a 600 nm est proportionnelle a la

concentration de cholestérol-HDL.

H202 + DSBmT + 4-AAP Peroxidase » Coloration rouge

3) Dosage de la concentration plasmatique de triglycérides

Le principe du dosage des triglycérides consiste a doser un des produits d’hydrolyse des
triglycérides (TG), soit le glycérol, soit ’acide gras libéré. Mais la plupart des méthodes
dose le glycérol.

La 1% réaction enzymatique consiste en une hydrolyse des triglycérides et libération du

glycérol par des lipases.

TG L'Qi» Acides gras + glycérol

Le glycérol libéré est dosé par une glycéro-kinase.
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Glycéro

Glycérol + ATP Kinase

G3P
e

G3P + 0, Sxydhs

2 H202 + 4-aminoantipyrine + 4-chlorophénol

Glycérol-3-phosphate (G3P) + ADP

eDihydroxyacétone-phosphate + H20:

POD |

HCI

Quinoneimine + 4 H,0 +

L’intensité de ce composé coloré (Quinoneimine) est mesurée a 510 nm et est
proportionnelle a la concentration de triglycérides dans 1’échantillon.

4) Dosage de la glycemie

I1 s’agit d’un dosage colorimétrique a la suite de deux réactions enzymatiques couplées.

Une réaction enzymatique étroitement spécifique (glucose-oxydase) oxyde le glucose

présent dans I’échantillon en acide gluconique et peroxyde d'hydrogene. Ce dernier sert

de substrat a la peroxydase dans une réaction couplée conduisant a I’oxydation de 1’o-

Dianisidine en un produit coloré. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la

concentration du glucose dans 1’échantillon.

Glucose + H20 + Oy

H,O, + o-Dianisidine réduit
Incolore

Brun

Glucose oxydase
>

o-Dianisidine oxydée

Acide gluconique + H20>

_Peroxydase " o-Dianisidine oxydée

Brun

H2S04

——— — »o-Dianisidine oxydée

Rose
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