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Ces derniéres années, la contribution de I'immunitée est apparue comme essentielle dans
le développement d’'une réponse immunitaire spémfid.es cellules de I'immunité innée
sont dotées de récepteurs reconnaissants des rfrétifisemment exposés par les micro-
organismes, mais non par nos cellules [1]. Cetéues, tels que les récepteurs de type Toll
(TLR), générent des signaux au niveau de la celtupportant la production et la libération
de nombreuses molécules, dont les cytokines et cle@mokines, qui favorisent le
développement d’'une réponse spécifique adaptéei@o-organisme rencontré. Ce concept
s’étend également a l'immunité anti-tumorale. Efetefdans ce contexte, de nombreuses
molécules endogénes ont été décrites comme ligdegl$LRs, parmi lesquelles figurent des
composants de la matrice extracellulaire, ou laéme high mobility group box (HMGB)1.
Des études ont montré que le développement d'umetiod immunitaire anti-tumorale
spécifiqgue repose sur la reconnaissance de tetsusig par les cellules dendritiques (CD).
Toutefois, ceux-ci ne suffisent pas a la mise exeld’'une telle réponse. Récemment, il est
apparu que la sécrétion d’interleukine (ILj-dar les CDs constitue un élément indispensable
a la mise en place de cette réponse [2].

Une telle découverte vierat priori a I'encontre de la notion généralement admise,
selon laquelle linflammation, chronique en parliey participe grandement au
développement d’'une tumeur.

En effet, I'lL-13 est une cytokine pro-inflammatoire majeure. Sa tisse,
principalement assurée par les phagocytes monargjclst finement régulée, impliquant
dans la plupart des cas, deux variétés de signgluX.¢ premier d’entre eux consiste en
I'activation du facteur de transcription NiB, et est délivré aprés reconnaissance de produits
microbiens, comme le lipopolysaccharide (LPS), lpar TLRs, ou de cytokines, tel que le
facteur de nécrose des tumeurs (TNF)}4]. Ce signal provoque d’'une part la synthese de
pro-IL-18 qui s’accumule au niveau du cytosol, mais condit® aussi I'expression de
récepteurs de motifs cytosoliques impliqgués dandelaxieme étape de cette synthése, les
récepteurs de types NOD (NLR), en particulier le R®3 [5]. Les conditions de
développement du second signal sont alors réunissjue d’'une part le premier a été délivre,
et que d’autre part les NLR percoivent un signétant une lésion tissulaire, tel que I'ATP
extracellulaire. Ce deuxieme signal assure l'atitvade la pro-caspase-1 en caspase-1,
enzyme qui clive alors la pro-ILBlen IL-13 qui est rapidement sécrétée. Par ailleurs,
certaines substances, notamment I'imiquimod [6)f soméme d’induire par elles-mémes les

synthese et sécrétion d’'ILB1
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Le TNF-o est une autre cytokine pro-inflammatoire de premidre, dont la synthése
est également sous le contréle du facteunBFCette cytokine possede un peptide signal qui
lui permet d’emprunter la voie classique de séanéties protéines ; I'lLflen est quant a elle

dépourvue, et sa voie de sécrétion reste partieleicomprise [7].

Les extraits de GuiMiscum album L.) sont depuis longtemps employés comme
adjuvants dans un contexte de thérapies anti-tuesoraLeurs propriétés reposent
principalement sur les lectines (ML)-I, -1l et —8u les viscotoxines (VT) qu’ils contiennent.

Parmi les mécanismes d’action envisageables posirpegparations, figurent des
propriétés cytostatique et cytotoxique sur desutasdltumorales, ou non [8-13]. La mort des
cellules tumorales, mais également celle des esllehdothéliales [14, 15] pourrait contribuer
aux propriétés anti-tumorales de ces préparatibesplus, le type de mort induit par les
extraits, a savoir I'apoptose, pourrait par ailfewontribuer a leurs propriétés immuno-
modulatrices, autre composante essentielle degigté@p biologiques de ces extraits. Ainsi,
les extraits de Gui peuvent induire I'expressionndelécules de co-stimulation [16], ou
réguler la sécrétion de diverses cytokines, pagsguelles I'lL-B ou le TNFe. Des travaux
réalisés soit avec les extraits [10, 17, 18], avéc les MLs [12, 13], ont mis en évidence la
sécrétion d’IL-B par les cellules mononucléées circulantes, notarhrfess monocytes.
D’autres études n’ont cependant pas détecté dafibg de cette cytokine, aussi bien avec les
extraits [19], qu'avec les MLs [20]. L'induction die sécrétion de TNE-par les monocytes a
€galement été rapportée pour les extraits [10,218, ou les MLs [10, 12, 22]. Toutefois,
certains travaux n’ont pas détecté la sécrétiomMie-o apres stimulation par les extraits [19,
20, 23].

Considérant limportance de [I'ILBL dans le développement d'une réponse
immunitaire anti-tumorale, les travaux réaliséslsaduction de la sécrétion de cette cytokine
par les extraits, ainsi que les données actuelledisponibles sur sa biologie, I'aptitude des
extraits de Gui fermentés (VAFs) issus de Pin (VAR Pommier (VAFM) ou de Chéne
(VAFQ) a induire ou moduler les synthese et/ou é&émn de pro-IL-B et d’IL-1p a éte
explorée, au niveau de macrophages (M@) murinssdaaétion de TNk a été également

étudiée.
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1. Les extraits de Gui

Les extraits de Gui Iscadbsont obtenus & partir du Gui europé¢isgum album L.). Ils sont
employés depuis de nombreuses années en tantajieennt adjuvant dans un contexte de

pathologie tumorale.

1.1. Les aspects botaniques du Gui européeviigcum albumL.) [24]

Viscum album L. est un sous-arbrisseau épiphyte hémiparasiieeftet, il est capable de
réaliser sa propre photosynthése, mais il est digmende I'arbre hoéte sur lequel il se

développe pour trouver I'eau et les sels minérautui sont nécessaires.

1.1.1. Taxonomie

Le genre Viscum, de la famille des Viscaceae el'atdre des Santalales, présente une
centaine de membres répartis essentiellement equafet dans le sud de I'Asie. En Europe,
le Gui européenyViscum album L., se différencie en trois principales sous-espgajui
colonisent différents arbres hétes (Tableau 1)nAeau morphologique, ces sous-especes se

distinguent par leur fruit mar.

Tableau 1. Arbres hétes et sous-espéces de Gui tuitiébergent.D’aprés [24].

Arbre hote Sous espece déiscum album
Pin ssp. astriacum
Sapin ssp. dietis
Arbres dicotylédones (Pommier, Chéne...) ssp. Abum

1.1.2. Morphologie dwiscum album L.

1.1.2.1. La partie aérienne

Viscum album L. est un buisson toujours vert, d’aspect sphériguouvant atteindre 150 cm
de diametre. Ses feuilles chlorophylliennes saetriaés, oblongues, vert jaunatre, cireuses et
mesurent entre 2 et 8 cm. Elles présentent de h@nfires paralléles ; les stomates sont
remarquablement répartis sur leurs deux faces.fleass, petites, séssiles, de couleur vert
jaunatre, sont constituées de 4 tépales insérédgesx spiralesViscum album L. est une
espece dioique, c'est-a-dire que les fleurs méles @eurs femelles sont situées sur des pieds

différents. Les fleurs méales sont plus grandeslegifleurs femelles.
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Le fruit est une pseudo-baie sphérique ou pirifordee6-10 mm de diamétre, blanche ou plus
rarement jaunatre. La disparation des quatre tépldu stigmate laisse des cicatrices noires
au sommet du fruit. Le fruit renferme une pseuddrg consistant en un embryon auquel

adhere un endocarpe tres fin. Le tout est noye daapulpe visqueuse appelée viscine.

1.1.2.2. Le systéme endophytique

Le systeme endophytique est composé de deux pdriesucoir primaire croit de maniere
radiale pour atteindre le cambium de I'héte et ispueau et sels minéraux. Des ramifications
corticales évoluent dans les tissus superficiel$hdde, assurant la propagation latérale de
’hémiparasite. Le caractere chlorophyllien de seactures rend possible la régénération du
buisson si celui-ci est sectionné. De ces ramifioat naissent des sucoirs secondaires qui
pénétrent verticalement dans le cambium de I'h@ermettant I'apparition de buissons

secondaires.

1.1.3. Cycle biologique dwWiscum album L.

Viscum album L. se caractérise par un rythme de développemesntént. Le cycle présenté

décrit celui de la sous-espeat@etis (Fig. 1).

1.1.3.1. Les premiéres années de développemenbdiason dé/iscum album L.

Contrairement a la majorité des plantes, la psewdme duViscum album L. ne germe pas
sur la terre, mais sur le tronc de son héte. Lenfinee année, la pseudo-graine engluée dans la
viscine germe de mars a avril, émettant un prolorege. Celui-ci est muni, au niveau de
'hypocotyle, d’'un disque de fixation qui adhére tanc de I'arbre hote. A partir de ce
moment-la, se développe le sucoir primaire. L'épileo reste dans la pseudo-graine. La
plantule entre en dormance pendant I'hiver. La daug année, I'’hypocotyle et le systeme
endophytique croissent, la premiéere paire de f=ugle forme en position décussée par rapport
aux cotylédons. La troisieme année, une deuxienre pi@ feuilles apparait, décussée par
rapport & la premiere. Les ramifications corticaesat mises en place et le sucoir primaire
commence a puiser lI'eau et les sels minéraux & plag vaisseaux de xyleme de I'héte. La
premiere ramification dichotomique apparait la geate année. La floraison débute vers la

cinquiéme année, et avec elle la reproduction segaeda plante.
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1.1.3.2. Le cycle végétatif annuel

Les fleurs sont formées en début d’été mais neveami pas avant le printemps suivant. La
pollinisation a lieu pendant I'été, essentiellempat des mouches. Les fruits murissent au
cours de I'hiver, puis sont disséminés principaletm@ar les oiseaux qui s’en nourrissent.
Contrairement a une notion répandue, le passagstdig’est pas nécessaire a la germination
de la pseudo-graine. Celle-ci se déroule au pripsesnivant.

En ce qui concerne le systéme endophytique, lesfications secondaires croissent de
maniére continue et indépendamment de la croissdaedébte. Les sucoirs adaptent leur

croissance a celle de I'ndéte. En effet, la multiglion des cellules de leur cambium se

synchronise a celle des cellules du cambium déd;hévitant ainsi la séparation de ces tissus.

With the beginning
of the fifth year
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*. /,».
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Figure 1. Cycle biologique du Viscum album L. ssplaetis. La premiére année, la pseudo-graine germe sur
I'écorce de l'arbre héte aux mois de mars a alsel.sucoir primaire débute son développement. Latpla
entre en dormance pour I'hiver. La deuxiéeme anagparait la premiére paire de feuilles tandis eueugoir
gagne le cambium de I'héte. Au cours de la troigiemmnée, une autre paire de feuilles est formédest
ramifications corticales sont mises en place. learpére ramification dichotomique apparait la qéate année.

La cinquieme année, les premieres fleurs, maldemelles, se forment des le mois de février etylamgmois
d’avril, permettant le début de la reproductionugEx La pollinisation a lieu au cours de I'étéest fruits sont
mdrs aux mois de novembre/décembre. D'aprés [24].
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1.2. Les extraits de Gui européen

1.2.1. La préparation des extraits Iscador

Les extraits Iscad8rsont élaborés & partir des différentes variétédsem album L.
Le principe qui préside a la fabrication de cescshées est d’élaborer une préparation
nouvelle a partir de différents composants, a sdesijus d’hiver et les jus d’'été, et ce grace

a un traitement particulier.

La récolte du Gui et le traitement de la matiergétale

Les feuilles, les tiges et les bourgeons ageés d& deux ans, sont récoltés en été. En hiver,
viennent s’ajouter les baies mures. Il y a donxdsériodes de récolte, qui donneront deux
fractions distinctes. Aprés récolte et le plus depient possible, le Gui est broyé pour

favoriser I'extraction des substances qu'il corttien

L'extraction et la fermentation lactique

Le Gui broyé est mis a macérer dans un milieu ca@mbeau purifiée, de saccharose et de
bactéried_actobacillus plantarum, afin d’extraire les principes actifs contenus slées tissus
de la plante. La fermentation de 72 h, initiéelfzgout des lactobacilles, assure une meilleure
stabilité des extraits, favorisant leur conservatibu bout des 72 h, I'extrait de Gui fermenté
est presseé pour le débarrasser des grosses pasticsblubles.

Cette fermentation est menée en hiver et en éépendamment pour chacun des broyats
issus de chacune des variétésd/gseum album L.. En hiver, les récoltes de baies d’une part et
celles de tiges, de bourgeons et de feuilles daudrt sont traitées séparément.

L'assemblage des fractions d’'été et des fractiomset

Les fractions hivernale (obtenue aprés mélangexiesits issus de baies et de ceux issus des
autres parties de la plante) et estivale, sontnasdges au printemps et en automne, selon un
procédé particulier aux extraits IscalloPour cela, une machine a été spécialement mise au
point, consistant en un disque de titane (1 m dendire), mis en rotation a la vitesse de
10000 tours/min. Les jus d’hiver sont amenés atreatu disque, tandis que ceux d’été sont
déposés a la périphérie, par 12 distributeurs.otaion du disque conduit a la diffusion des
jus d’hiver vers la périphérie, ou ils vont s’uairx jus d’été.

Le produit ainsi obtenu constitue I'extrait Iscatior
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La dilution et la stérilisation

L’extrait précédemment obtenu peut maintenant éiltee dans une solution isotonique de
NaCl. Vu la sensibilité des substances contenues & extraits, une stérilisation par la
chaleur n’est pas envisageable. Le procédé ddisaéan par filtration stérile est donc
adopté. Les extraits Iscadosont ensuite conditionnés de maniére aseptiquangsoules
injectables de 1 ml (a administrer par voie sous+toee). Ce procédé permet de réduire au

maximum les risques de contamination des extraitslps particules ou des germes.

Par ailleurs, la conformité du produit fini quantavaleur du pH, a I'absence de particules et
a la stérilité est contrbélée. De surcroit, les gipales substances des extraits, a savoir les MLs
et les VTs sont dosées en tant que marqueurs afifalit_e dosage des VTs est effectué par
chromatographie en phase liquide haute performaraserapport a des standards de VTs Al,
A2, A3 et B. Les MLs sont dosées par la méethodeSBL(Enzyme linked immunosorbent
assay), dans laquelle les MLs sont reconnues pantioorps (Ac) monoclonal de capture
puis par un Ac monoclonal de détection, couplé apésoxydase. Les Ac employés
reconnaissent les trois types de MLs (ML-I, ML-tIML-IIl). Le dosage est réalisé grace a

une gamme étalon de ML-II, et la teneur global®ss est exprimée en ML-II.

Par ailleurs, comme tout extrait végétal, les d@stide Gui présentent des teneurs variables en
leurs différents principes actifs. Ceci a conduitmeettre en place une démarche de

standardisation tout au long du procédé de falicat

1.2.2. D'autres extraits de Gui

Les autres types d'extraits de Gui different selemr procédé d’extraction. Les extraits
Abnoba sont, par exemple, issus de la macérationikgu aqueux des plantes fraiches. Les
extraits Helixor ou Isorel sont obtenus par extoech I'eau froide, tandis que les préparations
Eurixor et Lectinol proviennent de I'extraction emlieu aqueux de plantes fraiches cueillies
en hiver sur des peupliers. Les produits Iscucitt sbtenus selon les recommandations de la

pharmacopée homéopathique allemande [25].

22



1.3. La composition des extraits de Gui

L’étude de la composition des extraits de Gui anpeide mettre en évidence la présence de
plusieurs types de protéines, les MLs et les VTaisnégalement celle de diverses autres

substances.

1.3.1. Les lectines

Les MLs (ML-1, ML-1I et ML-IIl), tout comme la riane ou l'abrine, issues respectivement de
Ricinus communis L. et Abrus precatorius L., appartiennent a la famille des protéines
inhibitrices des ribosomes (PIR). Ces protéines songénéral produites au niveau de la
graine, mais les MLs le sont au niveau des feulesviscum album L.. Les PIRs sont
subdivisées en deux groupes selon leur structéije [2

- les PIR-1, qui ne disposent que d'une chaine Aédodes propriétés inhibitrices des
ribosomes ;

- les PIR-2, qui disposent en plus de la chaind’éne chaine B permettant la reconnaissance
de structures osidiques présentes au niveau dkdesetibles. Ces toxines sont les plus

toxiques puisqu’elles peuvent lier leurs cellulddes. Les MLs font partie de cette catégorie.

1.3.1.1. Aspects physico-chimiques

Les trois types de MLs connus a ce jour se disénggelon leur poids moléculaire ainsi que

leur spécificité de reconnaissance de motifs osihq

(1) Structure

Comme indiqué précédemment, les MLs sont compai®dgux chaines, A et B [27], reliées
entre elles par un pont disulfure [28]. Les struesuprimaires et tertiaires de la ML-1 [29-31]
et de la ML-11l [32, 33] ont été déterminées. Lekdvkont trés similaires quant a leur nombre
d’acide aminés et leur séquence peptidique. Seldil considérée, le nombre de chaines et
donc leur poids moléculaire peut toutefois varieal{eau 2) [32, 34]. Ainsi, lorsque la ML-I
est présente en grande quantité, elle peut forragrdiméeres de paires de chaine A et de

chaine B, conduisant donc a un tétramere [28].
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Tableau 2. Poids moléculaires, nombres d’acides andis et de chaines des ML&'apres [32, 34].

ML Nombre d’acides aminés Poids moléculaire | Nombre de Poids moléculaires des
(chaine A ; chaine B) (Da) chaines chaines (A ; B) (Da)
[ 254 ; 264 115 000 4 29 000 ; 34 000
Il 60 000 2 27 000 ; 32 000
1 254 ; 262 50 000 2 25 000 ; 30 000

(2) Spécificités de reconnaissance

Etant donné la forte homologie de structure des khtitse elles, la variabilité observée dans
leur spécificité de reconnaissance, ainsi que Mitfierence de poids moléculaire, ont
longtemps été attribuées a des modifications padtittionnelles de la ML-I, et en particulier
a des glycosylations [32]. Récemment, les géneartdd ML-I et la ML-IIl ont été clonés
[29, 35-37]. Une équipe a par ailleurs isolé 3 ebinllp, mi2p et mi3p) et proposé que
ceux-ci codent respectivement la ML-I, la ML-1l dar ML-1ll [38]. Par ailleurs, d’autres
études [39] ont montré que les spécificités demeassances difféerentes des MLs, peuvent
étre attribuées a des différences au niveau dédaemce d’acides aminés de leur chaine B,
localisées en particulier au niveau des sitesaioln des sucres.

Les MLs présentent deux spécificités de reconnades@lableau 3), définissant trois types de
MLs. Ces spécificités ont été déterminées sur ¢ lake I'inhibition, par des sucres, de leurs
propriétés cytotoxiques ou d’agglutination. Cesresisont le D-galactose et le N-acétyl-D-
galactosamine [34]. Dernierement, des travaux amtr@, pour la ML-I, une spécificité de

reconnaissance de dérives osidiques sialylés gasspar des gangliosides [40].

Tableau 3. Spécificités de reconnaissance des M3apres [34].

ML Spécificité de reconnaissance des sucres

I D-galactose
Il D-galactose et N-acétyl-D-galactosamine

i N-acétyl-D-galactosamine

1.3.1.2. Trafic intracellulaire des MLs

D’une maniere générale, le transit des toxines PB&t motivé par la nécessité d’atteindre
une structure leur permettant de franchir les mamds lipidiques, et d’accéder au cytosol
pour y exercer leur activité inhibitrice de la dygde de protéines [26]. Vu la similitude entre
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les MLs et la ricine, le trafic intracellulaire die.s, notamment de la ML-I, est généralement

assimilé a celui de la ricine. C’est donc celuiygi va étre décrit (Fig. 2).

Apres reconnaissance de récepteurs a la surfaceetleles cibles, la ricine est endocytée et
conduite vers des structures vésiculaires apped@dssomes précoces. A partir de cette
localisation, une grande partie de la toxine editige vers la membrane par des endosomes
de recyclage, tandis qu'une autre gagne des endsstardifs pour finalement étre libérée
dans les lysosomes, ou elle est dégradée. Pouegbgreytosol, la ricine doit continuer sa
progression vers I'appareil de Golgi, la ricine peuvant pas transloquer directement des
endosomes/lysosomes dans le cytosol de manieréauthg a la diminution du pH au sein
de ces structures [41]. La sulfatation d’'une ricreeombinante indique que cette toxine
transiterait par le Golgi, lieu d’'une telle modé#toon biochimique [42]. Enfin, cette toxine a
été mise en évidence au niveau du réseau tranegdW3]. Les voies empruntées par la
ricine pour transiter des compartiments endosomaepss le Golgi sont certainement
multiples. Il semble toutefois que les endosomedifsane soient pas impliqués, comme en
atteste, entre autre, I'insensibilité de la ricene¢ pH, dont la diminution est nécessaire au
transfert des endosomes précoces vers les endosanttiés [44, 45]. Par la suite, la ricine est
convoyée vers le réticulum endoplasmique (RE). Biele cette toxine n’ait jamais été
visualisée dans ce compartiment, divers élémentsitient d’'un tel trajet. Outre le fait que
le RE constitue la seule structure intracellul@igposant de transporteurs peptidiques ou de
translocases protéiques, telles que Sec61, oftrardcceés au cytosol, le plus convainquant
d’entre eux réside dans la glycosylation intradaite d’'une forme de ricine non glycosylée.
Or, le RE constitue le seul organite intracell@dadtisposant d’'une activité enzymatique a
méme d’assurer cette modification [42]. De plugjétection de la chaine A glycosylée de la
ricine dans une fraction cytosolique montre querdamslocation dans le cytosol n'advient
gu’'apres passage par le RE [42]. En outre, le emgpbe la chaine A a une séquence qui
I'oriente vers le RE, appelée séquence KDEL, augenkentoxicité de la ricine [46, 47]. Dans
ce contexte, la ricine ne disposant pas elle-mé&nmeedelle séquence, elle pourrait interagir
avec une protéine la présentant et faisant la teavattre le Golgi et le RE, telle la
calréticuline [48]. Une fois parvenue au RE, lespdehaines de la ricine se dissocient, la
chaine A gagnant le cytosol. Il semble que la ahaindétourne un systéme normalement
dévolu a la dégradation protéolytigue des protéialesrrantes ou non fonctionnelles, le
systeme ERAD (Endoplasmic Reticulum-associate prdi@gradation) [49]. Ce systéme

assure la translocation des protéines dans le alytéscalisation ou elles sont ensuite
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dégradées [50]. Pour étre prise en charge par-celda chaine A devrait subir une
déconformation. Une telle stratégie est tres gérieé, dans la mesure ou le devenir naturel
des protéines entrainées dans ce systeme ERADaestédgradation rapide et totale.
Néanmoins, la comparaison des chaines A des toxinieRitrices des ribosomes met en
evidence un taux de lysine étonnamment faible, joguategerait celles-ci d'une telle
dégradation [51, 52]. Enfin, la chaine A s’appuitesar sa cible méme, le ribosome, en tant

gue protéine chaperonne, pour retrouver sa confamariginale [53].

Toxins: LE
Diph. tox.
Meurg- < /

ER
toxins 8 6
Anthrax tox. $ /J
O LY Toxins:
Shiga toxin

Cholera toxin
Ricin
Pseudomonas
exoloxin A

Figure 2. Le trafic intracellulaire de la ricine. Aprés internalisation (1, 2, 3), la ricine peukésoit recyclée
vers la membrane cytoplasmique (4), soit dirigées des endosomes précoces (EE) a partir desqlelserit
gagner I'appareil de Golgi (5) et atteindre leaétium endoplasmique (ER, 6). A partir de cet orgarées deux
chaines se dissocient et la chaine A accede asaybtnl elle exerce ses propriétés inhibitrices ri@ssomes.
Une partie de la ricine présente dans les EE pesdi aejoindre les endosomes tardifs (LE, 7), gsidnnent
ensuite avec les lysosomes (LY, 8) dans lesquielpelrrait étre dégradée. D’aprés [54].

Bien que le trafic intracellulaire des MLs soit ias# a celui de la ricine, il faut toutefois
souligner des travaux qui I'ont étudié de maniéres glétaillée. Une étude menée sur des
cellules fibroblastiques de type 3T3 a comparé osiwopiquement les trafics intracellulaires
de la ML-I et de la ricine. Pour ce faire, les teg ont été couplées a des fluorochromes
distincts, permettant un suivi individuel de letafic intracellulaire [55]. Cette étude montre
gue ces deux protéines sont internalisées a pl@iomaines de la membrane cytoplasmique

différents, sans qu’il n’y ait de compétition enales pour les sites de liaison aux cellules.
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Outre des motifs galactose et N-acétyl-D-galact@sejmun nouveau type de récepteurs de
haute affinité, les gangliosides CD-75, a été deedwour les MLs [40]. Les deux toxines
sont alors retrouvées, 5 minutes apres internalisatans des vésicules présentant ou non des
caractéristiques d’endosomes précoces. Tandisagtieithe est localisée dans des structures
de la zone périnucléaire, la ML-I est quant a ptieferentiellement localisée au niveau de la
périphérie cellulaire. Aprés 1 heure, ces toxina® setrouvées, soit colocalisées dans des
compartiments vésiculaires communs, soit localiskes des compartiments distincts. Quoi
gu’il en soit, aucun de ces compartiments vésicesan’'a pu étre rattaché soit au Golgi, soit
aux lysosomes, comme en attestent les marquageséaamides ou a LAMP2 (Lysosome
Associated Membrane Protein-2) respectivementr&rstats suggérent que les deux toxines
seraient liées a des structures membranaires aawides vésicules intracellulaires, et

gu’elles pourraient étre prises en charge de mawistincte par les cellules [55].

1.3.2. Les viscotoxines

Les VTs sont de petites protéines basiques de li@ésaaminés, de faible poids moléculaire
(5 KDa) apparentées aux thionines. Plusieurs foramsété décrites (VT Al, A2, A3, B,
1-PS et U-PS) , et les structures primaires eimedsionnelles de certaines d’entre elles ont
ete déeterminées [56-60]'analyse de leur structure laisse apparaitre forte homologie de
séquence d’acides aminés. Leurs structures tridioenelles sont également trés proches,
comportant trois ponts disulfures qui assurent Istabilité tridimensionnelle. Toutefois,
guelques particularités ont été mises en évidandanfluent sur leurs propriétés biologiques
[56, 57]. Parmi celles-ci, figurent des propriétgtotoxiques, qui sont difféerentes d’une VT a
l'autre. Comparée a celles de la VT A3 et de laAZ I'activité cytotoxique de la VT B est
la plus faible [61]. Cette différence a été attéba la présence d’un motif arginine au niveau
de la VT B, qui réduirait la capacité de cette Vihtgragir avec la membrane plasmique [57].

1.3.3. Les autres substances entrant dans la contiposdes extraits de Gui

Diverses autres substances ont été mises en égidans les extraits de Gui. Parmi celles-ci,
figurent des peptides, des acides triterpéniquek {he agglutinine liant la chitine [63], ainsi
gue des oligo et des polysaccharides [64, 65]. iAiles galacturonanes estérifiés sont
prédominants dans les parties vertes du Gui, tamqaks les baies contiennent surtout des
arabinogalactanes [66].
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1.3.4. Facteurs influencant la composition des esits de Gui Iscaddt

Les variations observées dans la composition desaitsx de Gui sont principalement
attribuables a 'origine des buissons de Gui, salaon de récolte, mais également au procédé

pharmaceutique qui leur est appliqué [67].

1.3.4.1. L’influence de la saison de récolte

Le suivi des teneurs en MLs et en VTs des feudessui poussant sur un Pommier, le long
de leur période de développement (a partir de Fwumation en avril, jusqua leur
dépérissement I'année suivante), a montré qu’'elegent au cours de lI'année. Ainsi, la
concentration en VTs est maximale pendant I'été nfgkg de plante seche), et plus
particulierement au mois de juin. Elle chute ersugtpidement pour atteindre un plateau en
hiver (< 10 mg/g de plante seche), puis, a padtimois d’avril de 'année suivante, diminue a
nouveau brutalement, jusqu'a pratiquement dispartaidu contraire, la teneur en MLs
augmente au cours de I'été pour atteindre son marirau mois de décembre (2 mg/g de
plante séche). A partir de ce moment-Ia, la teee@u¥Ls chute rapidement jusqu’au mois de

mai, ou elle se stabilise alors (< 0,5 mg/ml).

1.3.4.2. L'influence de I'arbre hote

Des études ont montré que I'arbre hote dont estlespuisson de Gui influence la teneur en
MLs [11] et en VTs [61, 67] de la plante et desr&x$ qui sont préparés a partir d’elle. En
effet, les extraits de Gui des sous-espeabiss et album ont les plus hautes teneurs en VTs.
Parmi les extraits issus de la sous-espéaan, ceux issus de Gui de Chéne contiennent deux
fois plus de VTs que ceux issus de Gui de Pommigront une teneur similaire aux extraits
de Gui de la sous-espeasastriacum, présente au niveau du Pin.

Les MLs ont été dosées notamment dans les exisaits de Gui de Chéne, de Pommier ou de
Pin. Les MLs, en particulier la ML-I, sont fortem@®@ncentrées dans les extraits issus de Gui
de Chéne et de Pommier. Les extraits de Gui is®isPuh contiennent de faibles
concentrations de MLs, et la ML-IIl est majoritaire

D’autre part, le profil d’expression de VTs s’aveggactéristique de la sous-espéce de Gui, et

donc de l'arbre h6éte qui I'héberge (Tableau 4).
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Tableau 4. Profil de composition en VTs selon I'ante héte. D’aprés [61, 67].

Arbre héte Sous espece de Gui Profil de VTs
Pin austriacum 1-PS, U-PS, pas de Al
Sapin abietis A3, 1-PS, trés peu de A2
Pommier, Chéne, Orme album Al, A2, A3, pas de 1-PS

1.3.4.3. L’influence de la fermentation

Au cours de la fermentation, une diminution du pél ld solution s’opére pendant les
premieres 36 h pour atteindre le pH définitif d&. Rar ailleurs, les protéines contenues dans
les tissus vegeétaux (VTs et MLs) sont libérées darfsaction soluble. Ainsi, la teneur en
VTs augmente |égerement au cours des premieregsheerce processus, puis se stabilise.
Aprés une breve augmentation (les 9 premiéres Bgurelle en MLs décroit lors des 36
premieres heures (d’environ 220 ug de ML/ml detioacsoluble a 50 ug/ml), pour atteindre

un plateau, en méme temps que le pH se stabilise.

La grande variabilité de la composition des exdraihérente a I'ensemble des facteurs ci-
dessus mentionnés, souligne la nécessité de suivigrotocole de fabrication de maniére
rigoureuse, afin de réduire au maximum ces vanati@ans cette optique, une démarche de
standardisation a été développée. Elle s’appuielsdixation des étapes essentielles du
procédé de fabrication, a savoir la récolte (letigmde plantes récoltées, les périodes et les
techniques de récoltes), 'assemblage des fractiamdgraits ainsi que le conditionnement et

les contrdles de qualité finals.

1.4. Les études cliniques sur I'emploi des extraitsle Gui dans le cadre de
thérapies anti-tumorales

Les extraits de Gui ont été testés cliniquementsdancadre d’atteintes tumorales. Les
principaux parametres liés a la pathologie cansérévalués au cours de ces études sont la
durée de survie ou la durée de vie sans rechétmllition de la tumeur, la diminution des
effets indésirables liés aux traitements convengts) et I'amélioration de la qualité de vie

des patients. Par ailleurs, la sécurité du traiterpar les extraits de Gui a été évaluée.
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1.4.1. L’évaluation de la sécurité d’emploi des xts de Gui

Bien que les extraits de Gui soient employés ehdae traitement adjuvant aux thérapies
anti-tumorales conventionnelles, les études d'atigon pharmacologique entre ces drogues
sont rares [68].

L'utilisation des extraits de Gui dans un contedte pathologie tumorale est globalement
slre, dans la mesure ou peu d’effets secondageslce traitement ont été reportés [68]. Le
développement d’'un angioedeme constitue le seet séicondaire sérieux reporté. Les effets
secondaires fréequemment observés localement somtuuih, un érythéme et une induration ;
au niveau systémique, peut apparaitre un syndraseado-grippal avec fievre, fatigue, et
céphalées. Il faut toutefois remarquer que la moti@eme d’effet secondaire est délicate a
définir, dans la mesure ou certaines manifestats@tondaires aux extraits de Gui, locales
notamment, peuvent étre considérées comme témaigdanl’action de ceux-ci sur
'organisme. Dans ce contexte, de telles manifiestatsont alors plutét désirées. Il découle
aussi de cela que l'appréciation des effets se@msjat donc les données concernant leur

incidence, sont trés variables.

1.4.2. L’évaluation de l'efficacité du traitementap les extraits de Gui dans un contexte

tumoral

Les extraits de Gui ont été testés cliniquementsdigntraitement de tumeurs solides,
principalement localisées aux niveaux mammaire @brectal, mais aussi broncho-
pulmonaire, pancréatique, cutané, ou égalementé&daet au cou ou a la vessie [68, 69].
Globalement, des revues systématiques de la titt&randiquent que l'effet des extraits de
Gui le plus fréquemment reporté, réside en I'amétion de la qualité de vie des patients, se
traduisant par une amélioration du bien-étre pluesiet psychique. Il est remarquable que cet
effet soit constant pour plusieurs types de tumeRas ailleurs, il n’est pas restreint a un type
d’extraits en particulier, mais semble plutdt &tiibuable a l'utilisation d’extraits de Gui de
maniére générale [68].

La diminution des effets secondaires liés auxdnaénts conventionnels, tels que la chimio-
ou la radiothérapie, apparait également de facoourménte [68-70]. Concernant
'augmentation de la survie, I'effet du traitemgyatr les extraits de Gui est davantage sujet a
débat. En effet, certaines études concluent adiates d’'effet de ces préparations sur ce
parametre [68, 70], tandis que d’autres considéeemtinfluence comme plut6t favorable [25,

69]. Des conclusions similaires sont valables p@wolution de la tumeur, une régression de
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la tumeur apparaissant par exemple lors de I'adimation locale ou a forte dose des extraits,

tandis qu’aucun effet anti-tumoral n’a pas été eni€vidence par ailleurs [68-70].

1.4.3. Considérations critiques au sujet des étud@siques sur les extraits de Gui

La majorité des auteurs de revues s’accordent ssurétessité d’améliorer la qualité des
études cliniqgues menées jusqu’ici et de les harseoii25, 68-70]. En effet, une grande partie
des études a été realisée il y a bien longtempde ate fait ne répond pas aux exigences
actuelles du domaine. Les évaluations plus récemeisdavantage satisfaisantes, mais restent
peu nombreuses. La difficulté de mener des étudeseugle est également prise en compte,
étant donné que l'administration des extraits esivent suivie d’'une réaction locale de
I'organisme, qui constitue un obstacle majeur &ilse en place de telles études.

La mise en place d’études de niveau qualitatif aoné aux attentes actuelles, tout en tenant
compte des difficultés inhérentes a la nature alitetnent, est fortement encouragée.

1.5. Les propriétés biologiques des extraits de Guies lectines et des viscotoxines

Les études menées pour comprendre les mécanisnésutages pouvant supporter les effets
des extraits de Gui ont révélé des propriétés ayigties ainsi que des propriétés immuno-

modulatrices qui vont maintenant étre considérées.

2. Les propriétés cytostatiques et cytotoxiques dextraits de Gui

Les extraits de Gui peuvent ralentirvitro la prolifération cellulaire (effet cytostatiquedive
méme induire la mort des cellules traitées (effgbtoxique), selon différents processus de

mort cellulaire.

2.1. Les propriétés cytostatiques des extraits deus

L’aptitude des extraits de Gui a bloquer I'évoluatides cellules dans le cycle cellulaire a été
démontré sur des lignées de cellules cancéreusesniaiees, pulmonaires ou de myélomes
multiples, ainsi que sur des modeéles de cellulda geeau ou de cellules endothéliales [9, 71-
73]. Ceci suggere que les extraits induisent dahan ralentissement de la prolifération

cellulaire, avant d’entrainer la mort de la cellulen outre, des études réalis@esitro ont
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mis en évidence que de faibles concentrations idggtinhibent la prolifération, sans induire

la mort de la cellule [8].

2.2. Les propriétés cytotoxiques des extraits de Gu

Les extraits de Gui peuvent induire la mort desuted selon différentes voies. En effet, la

mort cellulaire est un phénoméne complexe, qui peutérouler selon différentes modalités.

2.2.1. Les différents types de mort cellulaire

Une cellule peut étre considérée comme morte, qaantoins I'un des criteres suivants est
rempli :

- perte de l'intégrité membranaire, reflétée parcbrporationin vitro de colorants vitaux de
type iodure de propidium (PI) ;

- fragmentation de la cellule, noyau y compris, petites structures appelées corps
apoptotiques ;

- prise en charge de ces corps apoptotiques peelledes adjacentes) vivo.

Les difféerents types de mort cellulaire peuvente éttistingués selon des criteres
morphologiques et biochimiques (Tableau 5), insafiis en eux-mémes mais qui doivent

étre considérés de maniere coordonnée pour difitype de mort observé [74].

Tableau 5. Les différents types de mort et leurs pmcipales caractéristiques morphologiques et
biochimiques PS, phosphatidylsérine ; ROS, dérivés réactifd'aleygéne ; ATP, adénosine triphosphate ;
PARP, poly ADP ribose polymerase ; Atg, autophagjgted genes ; Bcl-2, B cell lymphoma protein 2aptt
d’'aprés [74].

Type de mort Principales caractéristiques Principales caractéristiques biochimiques
cellulaire morphologiques

Apoptose Diminution de la taille des cellules et de leurActivation des caspases
noyau Dissipation du potentiel de membrane
Rétractation des pseudopodes mitochondrial
Arrondissement des cellules Perméabilisation de la membrane
Fragmentation du noyau mitochondriale
Maintien de l'intégrité membranaire Fragmentation de I'ADN oligonucléosomal
Maintien des organites intracellulaires Exposition de PS au niveau du feuillet
Bourgeonnement de la membrane plasmiquexterne de la membrane plasmique
Phagocytosén vivo Surproduction de ROS

Nécrose Augmentation de la taille des cellules Activation de calpaines
Modification morphologique des organites| Activation de cathepsines
intracellulaires Augmentation du taux d’ATP
Perte de l'intégrité membranaire et fuite du Rupture de la membrane plasmique
contenu cytoplasmique Profils de clivages spécifiques de PARP1
Condensation modérée de la chromatine | Surproduction de ROS

Autophagie Formations vésiculaires avec une membranBissociation de beclin-1 et Bcl-2/xI
double Conversion d’Atg8
Vacuolisation massive du cytoplasme
Peu ou pas de phagocytéseivo
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2.2.1.1 La mort par apoptose

Le terme apoptose est dérivé du mot grec qui seggriffeuilles qui tombent des arbres ».
L’apoptose joue un role primordial dans le dévetppnt des organismes vivants, mais
également tout au long de la vie dans 'lhoméostasimmment dans le systeme immunitaire,
ou dans I'élimination des cellules tumorales.

Au niveau morphologique, la cellule s’arrondit, seudopodes se rétractent, son volume
diminue, son noyau se fragmente tandis que la chiiom se condense. Les organites
intracellulaires ne connaissent pas de modificatida leur structure. Bien que la membrane
plasmique émette des bourgeonnements, son inté@sgiténaintenue jusqu’a un stade tres
avance du processus. Finalemennheivo, ces cellules sont éliminées par phagocytose [74].
Au niveau biochimique, les cellules en voie d’apget sont caractérisées, en particulier, par
la transition de phosphatidylsérine (PS), du feuilhterne de la membrane plasmique vers le
feuillet externe, l'augmentation de la productiomtracellulaire de dérivés réactifs de
'oxygéne (ROS), la perte du potentiel de membnaitechondrial, ainsi que I'activation de
caspases ou de protéines pro-apoptotiques. Comtexem dernieres, deux voies d’activation,

appelées intrinseque et extrinseque, sont dé¢Fkitgs3).

(1) La voie intrinseque

La voie intrinseque est également appelée voie amitodriale, car elle est engagée en
réponse a la libération, de I'espace inter-membrames mitochondries vers le cytosol, d’'un
facteur pro-apoptotique, le cytochrome c¢ (Cyt caugmentation de la perméabilité de la
membrane externe de la mitochondrie permet une lkibkération, lorsque la cellule percoit
des signes de Iésion cellulaire, tels que l'augatert des ROS, des dommages de I’ADN ou
la privation de facteurs de croissance [75]. La@née du Cyt ¢ au niveau cytosolique permet
alors la formation d’'un complexe protéique, I'apagaime. Il est composé, en plus du Cyt c,
du facteur APAF1 (apoptotic protease activatingdiad) et permet le clivage et I'activation

de la caspase-9.

En amont de la mitochondrie, cette voie est coéé&r@ar les protéines de la famille de Bcl-2
(B cell lymphoma protein 2), comprenant des membo&spro-, soit anti-apoptotiques. Ainsi,

les facteurs pro-apoptotiques BAX et BAK sont imgpks dans l'augmentation de la
perméabilité de la membrane externe de la mitoatenteur activité est réprimée par les

protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl. L'ibition exercée par ces dernieres sur BAX et
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BAK est levée par leur interaction avec des pre®ide la famille Bcl-2, caractérisées par la

présence unigue de domaines d’homologie Bcl-2 ple 8/(BH3 only).

(2) La voie extrinseque

Cette voie est initiée par la liaison de Fas ligérasL), du TNF ou de TNF-related apoptosis
inducing ligand (TRAIL) a des récepteurs de mogafti receptors). Ceci induit la formation

de complexes, appelés death inducing signalling ptexn (DISC), comprenant Fas, la

protéine adaptatrice Fas associated death domAIDOJ; et la pro-caspase 8, qui est alors

activée.

L’activation de la voie extrinseque peut égalensnitenir I'activation de la voie intrinseque.
En effet, la caspase-8 est capable d’activer leetadBID, qui leve I'inhibition exercée par
Bcl-2 et Bcl-xI sur BAK et BAX.

Les deux voies initiatrices présentées ci-dessnogergent au niveau de la caspase-3, activée
par les caspases-9 et -8, engageant alors la pffastrice de I'apoptose. La caspase-3 clive
d’autres substrats, comme les caspases-6 et -7comquiuisent finalement a la mort de la

cellule.
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Figure 3. L'apoptose.La voie extrinseque est initiée apres liaison diFT:, de TRAIL ou de FasL a un
récepteur de mort. Le complexe DISC se forme aveadh caspase-8. La voie intrinséque est engagée e
réponse a un stress cellulaire, percu par lesipest®H3 only, qui léve l'inhibition que les pratés Bcl-2 et
Bcl-xl exercent sur les protéines pro-apoptotigaX et BAK. Ces derniéres déclenchent la libératonCyt ¢

de la mitochondrie dans le cytosol. Le Cyt ¢ s'assalors a APAF1 pour former I'apoptosome et axatia pro-
caspase-9 en caspase-9. Les caspases-8 et -9 péauwes deux activer la caspase-3, qui clive a tsoin
d’autres substrats, conduisanfine a la mort de la cellule. D’'aprés [75].

2.2.1.2. La mort par nécrose

La mort par nécrose est caractérisée au niveau holagique par une augmentation du
volume de la cellule et de ses organites, une reptwécoce de la membrane cellulaire,
conduisant a la fuite du contenu cellulaire dansikeu. L'implication des mitochondries
dans la réalisation de ce phénomene a été consjddrdoarticulier au travers de la production
de ROS ou de la perméabilisation de leurs membramesipture des lysosomes a également
été évoquée pour conduire a la nécrose, par laatibé d’enzymes protéolytiques
lysosomales, ainsi que par la génération de ROSwutB¥s modifications cellulaires
interviennent également, notamment I'activatiorpdsy ADP ribose polymerase (PARP), qui
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peuvent épuiser les stocks d’ATP pour réparer urNAdkéré, mais aussi une altération
lipidique ou 'augmentation intracellulaire de®a

De maniere générale, la nécrose est considérée eooma mort de type accidentel,
secondaire a des agressions cellulaires trop iesepsur étre surmontées (par exemple lors
d’'une ischémie ou de chocs mécaniques). Pourtantéecentes découvertes montrent que le
déroulement de la nécrose peut également reposedesuprocessus cellulaires régulés,
notamment dans le cas de nécroptose ou de la epéoediée par les PARPs [76].

2.2.1.3. L’'autophagie et la mort cellulaire

L’autophagie, qui provient du grec « auto », soRmaét « phagein », manger, joue un role de
premier ordre dans le maintien de I'homéostasiedeallulaire, en éliminant les organites et
les protéines dégradés ou non fonctionnels. Elg @galement étre déclenchée en réponse a
une privation en ressources nutritives, assurams & recyclage d’organites non essentiels a
la survie de la cellule et leur transformation &ments essentiels. Ce processus (de macro-
autophagie, a distinguer des autres types d’augipha savoir la micro-autophagie et celle
induite par des protéines chaperonnes) est casagtéau niveau morphologique, par la
présence de formations vésiculaires, appelées lmgogomes, dotées d'une membrane
double, et contenant des organites intracellulaeeslommageés. Les autophagosomes
fusionnent ensuite avec les lysosomes, formantagésphagolysosomes dans lesquels les
organites sont dégradés par les hydrolases lysdsema

L'induction de [lautophagie est sous le controle deux complexes, Beclin-1-
phosphatidylinositol-3kinase (PI3K) et mTOR (maraalitarget of rapamycin)-Atgl, vers
lesquels convergent de nombreux signaux qui coaedtig ce processus. Le premier
complexe répond a des signaux de stress, ou dliecitatton de recepteurs de motifs par
exemple. Le second intégre des signaux environn@mentels qu’un stress ou une carence
nutritive [77].

La formation de novo des membranes de l'autophagosome est un processoglexe,

contr6lé par un ensemble de protéines Atg (autophatpated genes) et qui comprend
plusieurs étapes [78]. Le mécanisme décrit ci-apogespond a celui initié par le complexe
Beclin-1-PI3K. Dans la premiere étape, la PI3K st&se a Beclin-1 (ou Atg6) [79, 80].
Ensuite, I'élongation de la double membrane estirassde maniere conjointe par deux

systemes de conjugaison, qui interviennent au oides protéines Atg8 (aussi connu sous le
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nom de LC3) et Atgl2. Ces derniéres appartiennefd tamille des protéines de type
ubiquitine. Comme celle-ci, elles peuvent étredide maniére covalente a d’autres protéines
pour en moduler les propriétés. Une telle liaisshassurée par des systemes de conjugaison
de type E1 et E2, par référence a ceux impliqués da conjugaison de I'ubiquitine. Ces
systemes forment une liaison entre un résidu géytibre de l'ubiquitine et un résidu cystéine
gu’ils présentent. lls sont mis en ceuvre de margégeientielle, l'ubiquitine étant transférée
de I'enzyme E1 a I'enzyme E2. Une enzyme de typpdifhet enfin la liaison de I'ubiquitine

a la protéine cible a conjuguer, au niveau d’'uidréky/sine [81].

Dans 'un de ces systemes de conjugaison, Atg8liest par Atg4, dévoilant ainsi un résidu
glycine libre. Ce résidu est intégré a un groupesphatidyl-éthanolamine (PE) de la
membrane en cours de formation, grace a Atg7 eB,Aligs enzymes de type E1 et E2
respectivement. Le dimere Atg5-Atgl2 joue ici léerde 'enzyme de type E3, transférant
Atg8 au groupement PE. Dans l'autre systéeme, lieluéglycine libre d’Atgl2 est couplé a
Atg5 par les enzymes de type E1 et E2 que sonecespment Atg7 et Atgl0. Le complexe
Atg5-Atgl2 se lie a Atgl6, et I'ensemble va seffiger la face externe de la membrane, avant
de s’en désolidariser. Ce systeme ne fait pasvieard’enzyme de type E3 (Fig. 4).

L’origine de la membrane de 'autophagosome a lemgis été considérée comme étant le RE
[82]. Tout derniérement, des travaux ont montré lgueembrane externe de la mitochondrie
pourrait également initier la formation de I'autaglesome dans des conditions de carence

nutritionnelle [83].
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Figure 4. Formation de la membrane de l'autophagosuoe impliquant le complexe Beclin-1-PI3K Les
PI3K et Beclin-1 (Atg6) initient la formation dealitophagosome. L’élongation est assurée par deigs de
type ubiquitine, faisant intervenir des protéinesype E1, E2 et pour I'une d’entre elles E3. La&wtg7-Atg3,
lie Atg8 a des groupes PE aprés qu’un résidu giyeirété dévoilé au niveau d’Atg8 par Atg4. L'auimee,
Atg7-Atgl0, libére un résidu glycine permettantsbaciation d’Atgl2 a Atg5. Ce complexe lie Atglé, e
'ensemble s’associe a la membrane en cours deafarm Ces deux voies fonctionnent de maniére atéeet
promeuvent toutes deux la liaison d’Atg8 a la meambrd’isolation de I'autophagosome, étape essknéiedon
extension. D’'aprées [78].

La mort de cellules présentant des caractéristiqnesphologiques d’autophagie a été
rapportée, mais cela ne veut pas pour autant dieecg phénomene constitue en lui-méme
une voie de mort cellulaire. En effet, 'implicatiale 'autophagie dans la mort cellulaire n'a
ete démontrée que par linhibition de la dégradaties glandes salivaires, chez des
drosophiles déficientes en genes régulant cette. vboutefois, de nombreux éléments
montrent qu’elle peut au contraire promouvoir laveides cellules dans des conditions de
stress. Ainsi, certains auteurs préférent empleyggrme de « mort associée a I'autophagie ».
Pourtant, il est vrai que l'autophagie peut elleameéconduire a la mort cellulaire lorsque
'apoptose est inhibée [74, 76, 84].

La complexité des mécanismes moléculaires asslaanort cellulaire est encore amplifiée

par les interconnections existants entre eux. Eet,efertains stimuli connus pour induire

'apoptose peuvent, dans certains cas, engendrer mort cellulaire présentant les
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caractéristiques morphologiques de nécrose. Rauias) apoptose et autophagie sont régulées
par des protéines communes a ces deux voies, cdeoim-1, protéine de type BH3 only,
qui peut inhiber Bcl-2 et Bel-xl. De méme, la vegtrinseque d’apoptose et 'autophagie se
recoupent, FADD ayant été impliqué dans l'autopbagiAtg5 dans I'apoptose [84].

2.2.2. Les propriétés cytotoxiques des extrait$de

Les propriétés cytotoxiques des extraits de Gus, Més et des VTs ont été démontrées
vitro etin vivo, sur des cellules tumorales ou d’autres typesile@lés, notamment les cellules

endothéliales ou les cellules du systeme immusitair

2.2.2.1. Cytotoxicité vis-a-vis des différents typeellulaires

La cytotoxicité des extraits de Gui et des MLs @& éémontréen vitro sur des cellules
tumorales mammaires [11, 71, 85, 86], cérébraleq, [8ésicales [88], cutanées [89],
pulmonaires [71] ou encore de myélomes multiplgs q®rigine murine ou humaine. Ces
effets apparaissent pour des doses de I'ordre dmhppur les extraits et du ng/ml pour les
MLs. Des études menéesvivo sur des souris traitées avec des extraits de @lai BIL-1 ont
montré une diminution de la taille des tumeurs, u@duction de la dissémination
métastatique, ainsi qu’'une augmentation de la ddeéde [90-95]. L'activité cytotoxique de
ces substances pourrait participer a la modificatie ces parameétres. Pourtant, comme
mentionné plus haut, les résultats des étudesquksi ne sont pas concluants quant au
bénéfice de I'application de ces substances stégeession de la tumeur ou I'augmentation
de la durée de vie.

Par ailleurs, les extraits de Gui conduisent adat mies cellules endothéliales [14, 15, 71, 96].
Ceci pourrait participer a l'effet anti-tumoral dmes substances, en inhibant la néo-
angiogénese. En effet, la croissance tumorale eeqla disponibilité en abondance de
nutriments, assurée par la néoformation localeaikseaux sanguins, phénomene appelé néo-
angiogénese.

Enfin, les extraits de Gui et les MLs exercent gdespriétés cytotoxiques sur des cellules
sanguines, en particulier les lymphocytes T (LEs monocytes [10, 12, 97-101] ou les
polynucléaires neutrophiles (PNN) [102-104]. Lemphocytes B (LB) sont quant a eux
beaucoup moins sensibles [8, 105, 106].

Une cytotoxicité des VTs a été reportée sur leplyoeytes humains et les granulocytes [107,

108], mais aussi sur une lignée cellulaire de sae;da lignée Yoshida [61].
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De maniere paradoxale, certaines études ont mé&viglence la capacité des extraits ou des
MLs a favoriser la multiplication de cellules caraméses [109] ou non [10, 13], le plus

souvent pour de faibles doses.

2.2.2.2. Type de mort induit par les extraits de @uleurs composants, les MLs et les VTs

Pami les substances contenues dans les extraiSugedes propriétés cytotoxiques ont
essentiellement été rapportées pour les MLs &t Tes De plus, ces deux types de substances

supportent des processus de mort différents.

(1) L'apoptose

L’aptitude des MLs a induire la mort des celluleété initialement attribuée aux propriétés
inhibitrices de la synthese protéique de leur ah&#n28]. Cette activité, comme celles des
chaines des RIP-2 en général [110], repose suiviege d’une liaison N-glycosidique entre
un résidu adénine et un ribose, au niveau de la-goité 28S de ’ARN ribosomal (ARNr),
conduisant a sa dépurination. Ce site est localisgein de la séquence la plus conservée de la
grande sous-unité de I'ARNTr, et constitue le sieelidison du facteur d’élongation de la
synthése protéique des cellules eucaryotes et gyatea [111]. L'importance de ce site est
soulignée par le fait gqu’il soit la cible de laine et de I'endoribonucléasesarcin, issue
d’Arpergillus giganteus [112]. Ces deux drogues inhiberaient la synthése mletéines en

réduisant la flexibilité des ribosomes [113].

L’inhibition de la synthése protéique conduisatibpoptose reste inconnue. Il est néanmoins
admis que les MLs conduisent a une mort de typetafigue, comme le montrent des
approches a la fois morphologiques (aspects dellale et de son noyau) et biochimiques
[71, 91, 97-99, 102-104, 114]. Parmi celles-ciufgnt les marquages a I'annexine-V, qui lie
les groupes PS exposés a la face externe de la naeenplasmique des cellules en voie
d’apoptose, et au PI, colorant vital qui n'est im@yé au niveau intracellulaire que par les
cellules dont l'intégrité membranaire est altétdee autre méthode repose sur I'évaluation de
la variation du potentiel de membrane mitochondtial détection du clivage des PARPSs, ou
encore I'étude de l'activation de caspases comstitd’autres techniques d’étude de la mort

cellulaire (Tableau 5).
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Des travaux ont montré que I'apoptose induite pamMLs peut emprunter la voie intrinseque,
notamment révélée par la libération du Cyt c, ldat@mn du potentiel de membrane des
mitochondries, ou l'activation de facteurs égalemeatrutés par cette voie, tels que les
caspase-9 ou APAF1 [106, 114, 115]. La voie exdgue a également été impliquée de
maniere controversée dans I'apoptose induite gaMles. Ainsi, une étude a montré que les
propriétés cytotoxiques de la ML-I sont neutralssgmar le blocage du TN&-[22]. Par
ailleurs, les MLs induisent I'expression de FasLnexeau de lymphocytes, ce qui pourrait
ainsi induire indirectement I'apoptose de celluegrimant Fas [116]. D’'un autre coté, le
blocage de la voie intrinséque chez des celluldsaafw’inhibe pas I'effet pro-apoptotique de
la ML-I, suggérant que la voie extrinseque pourétie suffisante dans ce cas. Ces données
n’excluent toutefois pas I'implication de la vorgrinséque dans I'apoptose [106].

Le facteur p53 joue un role de premiére importadaas la régulation de l'apoptose. I
intervient comme facteur de transcription contrbléxpression de nombreux genes codant
des protéines impliquées dans I'apoptose, telles lgsi protéines pro-apoptotiques de type
BH3 only. De plus, p53 pourrait lui-méme avoir wamivité similaire a celles-ci [117]. Des
travaux ont montré que le facteur p53 ne contripage a I'apoptose induite par la ML-I [115,
118].

A plus fortes doses, de la nécrose a été décrtel19], mais il faut garder a I'esprit le fait
gue les caractéristigues de ce type de mort, notarhia perméabilité au Pl, peuvent

apparaitre en phase tardive de I'apoptose ; ceqrhéne est appelé nécrose secondaire.

(2) La nécrose

Les VTs induisent une mort cellulaire qui seraiitpt de nature nécrotigue, comme mis en
evidence par approches morphologique ou biochim{@d8, 120]. En effet, la mort des
cellules parvient rapidement apres application\des, impliquant la production de ROS [99,
108]. Cet effet proviendrait de I'aptitude des \@ giteragir avec les membranes lipidiques et
a les déstabiliser [57, 121].

2.2.3. Les facteurs faisant varier les propriétégastatique et cytotoxique des extraits de
Gui

Les effets cytostatiques et cytotoxiques des dgtmi des substances qu’ils contiennent sont
variables, et ceci en particulier selon le typdutaie considéré. L’arbre héte dont est issu le

Gui influence également ces propriétés.
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2.2.3.1. Variations en fonction du type cellulaire

Des études menées avec diverses cellules traitéesurp méme extrait, ou un de ses
composants, montrent que chacune d’entre elleeaemsibilité particuliere vis-a-vis de ces
substances [8, 72, 88, 122]. Par exemple, les LBi@atrent particulierement peu sensibles
aux extraits de Gui, par rapport aux LT et aux nogtes [8, 105]. Cette faible sensibilité des
LB est également retrouvée vis a vis de la ML4lj cible par ailleurs les LT CD8et parmi
eux préférentiellement ceux ayant un phénotypeetiele mémoire (CD62) [123].

De plus, au sein d'un méme type cellulaire, def@difices de sensibilités apparaissent entre
lignées. Ainsi, la comparaison de la sensibilité plsieurs lignées humaines de
meédulloblastome (Daoy, D342, D425 et UW 228-2)tées par un extrait de Gui issu de
Chéne montre un profil particulier pour chacundleie La lignée UW 228-2 est la moins
sensible, présentant I'activité mitochondriale liaspélevée. A forte concentration (0,1 mg/ml
d’extrait), les lignées Daoy et D342 sont les pkensibles, tandis qu'a plus faible
concentration (0,001 mg/ml), ce sont les lignéedD8&t D425 qui montrent les plus faibles
activités mitochondriales [87]. Ainsi, bien que tealissues de médulloblastomes, chacune de
ces lignées cellulaires présente une sensibilg@wis des extraits de Gui qui lui est propre.
De telles disparités pourraient provenir de I'esgien, ou non, de récepteurs permettant aux
substances actives contenues dans ces extraitsdWMg's entre autres) de lier certaines de
ces cellules.

Ces données montrent que les activités cytostattjuytotoxique des extraits de Gui sont
trés variables en fonction du modéle cellulairedé&uCeci souligne I'importance de I'étude

de la sensibilité du modele choisi.

2.2.3.2. Variations en fonction du type d’extragiation avec la teneur en MLs ou en VTs

L’influence de I'arbre hote dont est issu le Gui s propriétés cytostatiques et cytotoxiques
des extraits a été rapportée a plusieurs repr&ekl| 97, 98, 124]. D’'une maniére générale,
les extraits issus de Gui de Chéne disposent ddvitg cytotoxique la plus prononcée. Les

extraits issus de Gui de Pin présentent I'actiltplus modérée, tandis que l'activité de ceux
issus de Gui de Pommier se situe entre celle desitsxde Gui du Pin et celle des extraits de
Gui du Chéne [8, 14]. En outre, les extraits de @an fermentés sont plus actifs que les
extraits fermentés [14, 122]. Par ailleurs, le pdiz pharmaceutique ainsi que la période de
récolte du Gui constituent d’'autres facteurs deatian des propriétés cytotoxiques de ces
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extraits [97]. Une telle dépendance vis-a-vis de fegteurs a conduit a mettre en place une

démarche de standardisation du procédé de falmicdé ces extraits.

De telles variations peuvent étre mises en paealelec les concentrations en MLs des
extraits, celle-ci variant de fagon superposabtetée activité. En effet, plusieurs études ont
pu corréler les propriétés cytotoxiques et cytoptas des extraits avec leur teneur en MLs
[87, 97, 114]. La disparité des proportions rekdivdes trois MLs entre extraits, pourrait
expliquer leurs différences d’activité cytotoxiquainsi, parmi les trois MLs identifiées
jusqu’ici, la ML-IIl présente la plus forte actigit cytotoxique. La ML-I a I'activité
cytotoxique la plus faible, tandis que celle d&lla1l se situe entre celle de la ML-III et celle
de la ML-1[12, 98, 125]. Des études ont montréfalmn controversée toutefois [13, 28], que
les chaines A ou B prises isolément, ne peuventesoules propriétés cytotoxiques de la
ML-1 [35], et que la toxine dans son intégralitéitdétre internalisée pour permettre a la
chaine A d’exercer ses propriétés inhibitricesadsyinthése de protéines [126].

Cependant, la relation entre cytotoxicité et liaisies MLs aux cellules est délicate a établir.
Une étude a montré que la sensibilité de LB a lalMU’ils peuvent lier, est bien plus grande
que celle & la ML-lll qu’ils lient moins efficacemie[127]. D’autre part, I'induction de
I'apoptose sur les différentes populations lymphaicgs (LB, LT et cellules natural killer
voudrais ) correspond a la capacité de liaisonadéll-l1 a celles-ci [128]. D’autres travaux
ont montré que l'expression de gangliosides sialyb@r différentes lignées cellulaires
(promyélocytes de la lignée HL-60, lignée celldai637 de cancer de la vessie ou encore
lignée CHO-K1) est en corrélation avec la senséilile ces lignées a la ML-I [40].
Cependant, une autre étude menée sur differegresels cellulaires de mélanome n’a pas pu
relever de relation entre la liaison de la ML-lI asccellules, et I'inhibition de leur

prolifération, tandis qu’une telle relation peuteéétablie pour la ML-1l et la ML-I1I [89].

Bien que les MLs soient clairement impliquées dees propriétés cytotoxiques, d'autres
substances pourraient y contribuer [18, 28, 11#jsiAdes extraits de Gui issus de Chéne ou
de Sapin induisent une diminution de la viabiliéddaire comparable. Pourtant, les premiers
présentent de hautes teneurs en MLs, tandis queetesds n’en contiennent que peu [11].
Les VTs sont envisagées pour rendre compte deitcé&faeffet, les extraits de Gui issus de
Sapin ou de Pin sont tous deux pauvres en MLsetznche, ils différent quant a leur teneur

en VTs, celle des extraits de Gui issus de Sapint &upérieure a celle des extraits de Gui
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issus de Pin. En particulier, les extraits de Gaus de Sapin sont les plus riches en VT A3
[61]. Par ailleurs, ce phénomeéne a été retrouvéiparéquipe qui a observé une corrélation
entre cytotoxicité et teneur en MLs pour les exdrde Gui issus d’arbres feuillus, mais non

pour ceux issus de coniféres [87].

D’autre part, des travaux menés sur une lignéadmme (lignée Yoshida) ont pu établir une
relation entre l'inhibition de la prolifération dees cellules, et la variation qualitative et

guantitative de la composition en VTs de plusigypes d’extraits de Gui [61].

Ainsi, il semble que les MLs et les VTs supportenailes activités cytostatique et cytotoxique
des extraits de Gui.

2.2.3. La combinaison des extraits de Gui avec dfas traitements anti-tumoraux

L’association des extraits de Gui ou des MLs awe @dfogues couramment employées dans
le traitement des atteintes tumorales, telles qu#okorubicine, I'étoposide, le cisplatine, la
vincristine, le taxol ou la paclitaxel, ainsi gues Irayonnements ionisants ont montré une
additivité des pouvoirs cytostatiques et cytotormjale ces traitements [106, 115, 129, 130].
L’emploi de ces drogues pourrait donc s’avéreripaliferement opportun pour contourner les
résistances acquises par certaines cellules tuesoralux traitements anticancéreux

couramment prescrits.

3. Les propriétés immuno-modulatrices

Outre leurs propriétés cytostatique et cytotoxide® extraits de Gui possedent également des
activités immuno-modulatrices. Des effets ont égortés sur les différentes composantes du
systeme immunitaire. Ces propriétés prennent umermiion particuliere dans le contexte du

développement d’'une réaction immunitaire spécifigu-tumorale.

3.1. Le développement d’'une réaction immunitaire [31]

Le systeme immunitaire s’appuie sur deux composaimeée et acquise. L'immunité innée
assure la protection immédiate de [l'organisme wissa d'un grand nombre de
microorganismes, et met en place les conditionsssires au développement d’'une réponse

inflammatoire locale ainsi que d’'une réaction immire spécifiquelLes contributions de la
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réaction inflammatoire locale et de la réaction mmitaire spécifique sont essentielles au

développement d’une immunité anti-tumorale.

3.1.1. La mise en occuvre de I'immunité innée

3.1.1.1. Les phénoménes précoces

Lorsqu’un microorganisme franchit les barrieresangb-muqueuses, qui sont les premiéeres
défenses physico-chimiques de I'organisme, il actiune part le systeme du complément, et
d’autre part les phagocytes résidants au niveatisiass.

La reconnaissance du microorganisme par les phtggaegpose sur I'expression, par ces
cellules, de récepteurs qui vont reconnaitre degifsnéréquemment exprimés par les
microorganismes, mais non par nos cellules. Cextdénces récepteurs de motifs vont assurer
la phagocytose du microorganisme et son éliminatDautres, comme les TLRs vont
générer des signaux au sein de la cellule, induisasynthese de nombreuses substances,
telles que des peptides anti-microbiens ou deskinys [132]. Les M@ tissulaires activés
libérent des cytokines pro-inflammatoires, commerlhF-o et les IL-B et -6. Les CDs
immatures présentes au niveau des tissus dispd'seat grande capacité de phagocytose des
microorganismes. Elles vont donc prendre en chigagent pathogéne, ce qui provoque leur
maturation, marquée entre autres par la migrationnweau des organes lymphoides

secondaires, ou résident les lymphocytes naifs.

3.1.1.2. Les phénoménes inductibles de I'immumitée

Les premiers événements conseécutifs a l'introdaafon microorganisme dans I'organisme,
en particulier la sécrétion de facteurs pro-inflastmires comme les cytokines, induisent une
réaction inflammatoire. Les cellules NK participégalement de ces réponses innées induites
qui limitent I'agression, le temps que les mécamsmffecteurs de I'immunité adaptative

prennent éventuellement le relai.

(1) La réaction inflammatoire
La réaction inflammatoire est une réaction tissalaiis-a-vis d’'une agression, qui vise a
favoriser I'élimination de l'agent pathogéene enroeéant davantage de cellules et de

molécules effectrices sur le site Iésionnel, maissaa limiter la dissémination de cet agent
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par I'obstruction locale des vaisseaux sanguins.oline, la réparation tissulaire est elle-

méme promue par l'inflammation [133].

Les symptdmes rattachés a la réaction inflammataireavoir rougeur, chaleur, douleur et
cedeme, traduisent des modifications locales daststes vasculaires. L’augmentation de la
perméabilité vasculaire et la vasodilatation petemttune augmentation locale du débit
sanguin, et donc l'afflux de cellules de 'immunitéhée et adaptative, qui vont traverser la
paroi endothéliale pour gagner les tissus.

Au niveau du site inflammatoire, I'expression déokjnes, appelées chémokines, qui attirent
les cellules sur le site de l'inflammation, le rdlesement du flux sanguin, ainsi que
I'expression par les cellules endothéliales de mdés d’adhésion, telles les sélectines ou les
intégrines, permettent 'adhésion de ces cellulesparois endothéliales.

Les principales cellules impliquées dans la réacindlammatoire sont les M@ ainsi que les
PNN, qui sont rapidement recrutés sur le site dwfettion et disposent de propriétés
microbicides remarquables. La réaction est encongliiée par I'arrivée de monocytes se
différenciant en M@, qui sécretent des facteurs-ipilammatoires. Outre les cytokines
évoquees précedemment, les M@ peuvent synthétiser ndédiateurs lipidiques pro-
inflammatoires, tels que les leucotrienes ou lasstaglandines a partir de phospholipides
membranaires (Fig. 5).

Cell Membrane Phospholipids
|| Phospholipase A,
cPLA,

ARACHIDONIC ACID

Lipooxygenase
Cyclooxygenase
COX-1
COX-2

Leukotrienes
LTB4

LTC4 PGG,
TXsynthase
PG SW \
Prostaglandins Thromboxanes

TXA,

PGE2 l

PGD2

PGF2 TXB,

Figure 5. Synthése de médiateurs lipidiques pro-itdmmatoires a partir des phospholipides
membranaires. L'acide arachidonique obtenu par action de la phobpase A2 sur les phospholipides
membranaires génére des leucotrienes par actiola dipooxygénase, et des prostaglandines par cklke
cyclooxygénases (Cox)-1 et -2. D'apres [134].
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Les mastocytes jouent également un role, notampenia libération de granules contenant

de I'histamine, autre facteur pro-inflammatoire.

Outre leurs actions locales, les cytokines secsgpé@e les M@, et principalement le TNF-
lIL-1B et I'lL-6, ont des effets systémiques, dont l'ietan de fievre. Ces cytokines
induisent I'expression de la Cox-2, qui assureyfet®ese de prostaglandine E2 (PGE2). Cette
derniére agit sur I'hypothalamus et provoque I'aegtation de la température corporelle. Par
ailleurs, ces cytokines assurent la synthése lppmatie protéines dites de phase aigué, qui
vont reconnaitre les microorganismes par les mafif$ls expriment, et promouvoir leur
dégradation, soit par le systeme du complémerttpsoiles cellules phagocytaires. Enfin, ces
cytokines soutiennent 'augmentation du nombre N&l Rirculants, favorisant d’'une part la
production médullaire de leucocytes, ainsi que téayart leur détachement des parois

vasculaires.

(2) L'activation des cellules NK

Les cellules NK sont des lymphocytes dotés de téoep invariants, raison pour laquelle ils
sont rattachés au systeme immunitaire inné, qoinregissent des structures présentées par les
cellules infectées ou les cellules tumorales. Ehésrviennent de maniere précoce au cours
de la réaction immunitaire, sous l'effet des irdevhs (IFN) et de cytokines, en particulier
'IL-12, produites par les M@ activés. Les cellulsiK produisent de grandes quantités

d’'IFN-vy, participant ainsi au développement de la réadtionunitaire.

3.1.2. La mise en ceuvre de I'immunité adaptative

Les LB et les LT disposent d’'un récepteur spécdigie I'antigene (Ag). L'initiation d’'une
réponse immunitaire adaptative repose sur I'adtmadle ces cellules, en particulier des LT,
par les cellules présentatrices d’antigenes (CPAdje permet le développement d’'une
réponse spécifiquement dirigée contre I'Ag, avesargn place de cellules effectrices et de
cellules mémoires. L’activation des LT naifs esipliénomeéne central dans le développement
de la réaction immunitaire spécifique, dans la mesu certains LT activés sont nécessaires a

I'activation des LB naifs.
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3.1.2.1. L'apprétement de I'Ag par les CPAg et lésentation des peptides antigéniques aux
LT

Les CDs immatures qui ont phagocyté un microorgaaike dégradent pour générer de petits
fragments peptidiques. Les propriétés de dégrauatiodérées des phagosomes de CDs
permettent la génération de ces peptides. En dféeidification des phagosomes de ces
cellules est plus faible que celle survenant ddaatiees types de phagocytes, tels que les
PNN ou les M@. Au cours de leur maturation, les Gdguiérent une haute capacité de
présentation de I'Ag qu’ils présentent aux LT pas Imolécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH). Les LT reconnaissent deniére spécifique la molécule du
CMH ainsi que le peptide antigénique qui lui essoage. Suivant l'origine du peptide
antigénique, ceux-ci seront présentés par difféeerdlasses de molécules du CMH a
différentes sous-populations de LT, a savoir les@D4 et les LT CD8. Ces populations
difféerent quant a I'expression des corécepteursgni associés a leur récepteur a I'Ag.

Ainsi, les microorganismes intracellulaires, telgegertaines bactéries ou virus, en contact
direct avec le cytosol, sont présentés par les cat@é du CMH de type | (CMH-I) ; ces
peptides seront présentés aux LT CD8. Les microisgees extracellulaires sont internalisés
dans des compartiments vésiculaires et présentésspamolécules du CMH-II aux LT CDA4.
Récemment, une voie permettant la présentationegédes issus d’Ag extracellulaires par
les molécules du CMH-I a été découverte, c’estdsgntation croisée. Pour étre efficacement
présentés selon cette voie, les Ag doivent étexnatisés dans des vésicules, puis libérés au
sein du cytosol. Cette voie est empruntée poureptés aux CD8 des peptides issus de virus
qui ne peuvent infecter les CDs, et donc ne sostrmamalement localisées au niveau du
cytosol. Cette voie est particulierement importaddas la présentation d’Ag issus de cellules
tumorales aux LT CD8, permettant le développement@ cytotoxiques spécifiquement
dirigés vers les cellules tumorales. A l'inversageprésentation croisée de peptides issus de
microorganismes intracellulaires par les moléculesCMH-II a également été découverte
plus récemment encore [78]. Ce mécanisme met ela jetiise en charge de microorganismes
intracellulaires par le processus d’autophagie. @&soorganismes sont délivrés dans des
compartiments lysosomaux au sein desquels ilsdggiadés. Ces compartiments sont dotés
de la machinerie cellulaire permettant la présemiates peptides antigéniques ainsi générés,
par des molécules du CMH-II.

Ces dernieres années, l'existence de plusieurslggagms de CDs, exercant des fonctions
différentes, a été découverte [135]. Ainsi, cedaisont particulierement & méme de réaliser
le processus de présentation croisée, permettaéviloppement d’'une réaction immunitaire
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anti-virale optimale. Ces fonctions sont notamnueanditionnées par le profil de récepteurs

de motifs membranaires et cytosoliques exprimé&padifférentes populations de CDs [136].

3.1.2.2. L'activation des LT naifs

L’activation des LT naifs se déroule dans les oegdgmphoides secondaires ou ils résident,
et est assurée par les CDs, principales CPAg, gunaturé.

Outre la diminution de leur capacité de phagocytlseaturation des CDs se caractérise par
une modification de leur profil d’expression deegieurs de chémokines, leur permettant de
gagner les organes lymphoides secondaires. L'augtimnde leur aptitude a présenter I'Ag
repose sur l'augmentation de I'expression des cotdéé du CMH, mais également sur celle
des molécules de co-stimulation, dont les prineipabnt les molécules B7.

En effet, I'activation des LT naifs et leur expamsrequiert la génération concomitante d’au
moins deux signaux (Fig. 6) :

- l'activation du récepteur pour I'Ag par reconrsgisce spécifigue du complexe peptide-
CMH ;

- I'activation de CD28 par reconnaissance des nugdcde co-stimulation, en particulier de
type B7.

Les LT ainsi activés vont alors se multiplier dedia clonale, générant un grand nombre de
LT présentant la méme spécificité de reconnaissdadi\g, dont une partie évoluera en LT
effecteurs et l'autre en LT mémoires, capables ddiire plus rapidement une réponse

adaptative lors d’'une nouvelle rencontre avec I'Ag.

Les LT vont alors acquérir leurs propriétés efiees. Les LT CD8 vont devenir
cytotoxiques, c'est-a-dire qu’ils vont entrain@ploptose des cellules au niveau desquelles ils
vont spécifiguement reconnaitre le complexe pepltiH.

Une différentiation supplémentaire, conditionnéer das cytokines présentes dans
'environnement, va permettre la mise en place lWsigurs types de LT CD4 effecteurs
(Fig. 6). Ces sous-populations de LT CD4, a salsirThl, les Th2, les Th17 ainsi que les
LT régulateurs (Treg), se distinguent les unesaiies par les cytokines gu’elles produisent

et qui orientent leurs propriétés.
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Les Th1, induits par I'lL-12 et I'IFN, produisent ces mémes cytokines et vont augmésger
propriétés microbicides des M@. Les Th2 sont iredpér I'lL-4, dont I'origine cellulaire reste
encore a déterminer. Outre I'lL-4, les Th2 prodntsge I'lL-5 et participent, avec les Thl, a
l'activation des LB. Les Thl7, favorisés par la qaeéce de transforming growth factor
(TGF) et d’IL-6, produisent de I'lL-17 et de I'lL-6, etont impliqués dans le recrutement
précoce de PNN aux sites infectieux. Enfin, la @nése de TG et d’IL-10 oriente les LT
CD4 vers les Treg, qui sécretent ces mémes cytelkahqui inhibent I'activation des LT.

Les LT effecteurs vont alors migrer au niveau desut lésés, ou leur activation ne
nécessitera qu'un seul signal, généré par la resssance spécifigue du complexe peptide-
CMH.
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Figure 6. L’activation des LT par les CPAg Les CDs activent les LT (CD4 sur le schéma) iatetmédiaire
d’au moins deux signaux. Le premier réside en ésgmtation du peptide antigénique associé a unéculeldu
CMH-II. Le complexe est reconnu spécifiquement lparécepteur a I'Ag du LT. Le second signal comsist
I'expression des molécules de co-stimulation Bonaces au niveau du LT par le CD28. Ces deux signau
assurent I'activation et la prolifération clonale t cellule stimulée. Un troisieme signal, cormastant aux
différentes cytokines libérées par la CD, orieatéifférenciation des LT. La réalisation de cesstévénements
au niveau de la CD est étroitement conditionnéelgmsignaux de I'environnement percus par l'inédmaire
des TLRs [137].

Ces dernieres années, le role primordial de I'imitduimnée, et en particulier la contribution

des récepteurs de motifs, dans le développemented@action immunitaire est apparu. En

effet, les différentes étapes de la maturation@i@s sont modulées par ces récepteurs. Ainsi,
I'expression des molécules de co-stimulation, naaissi le profil de cytokines sécrétées par
les CPAg, et donc le type de réponse T induitet sonditionnés par le ou les récepteurs de
motifs sollicités par le microorganisme. Les TLRsignt un réle de premier ordre dans ce
contexte, dans la mesure ou ils activent des fesidel transcription majeurs dans le systeme

immunitaire, tels que NkB ou les IRFs (IFN regulatory factor)-3 ou -7. Caésrniers
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contrblent I'expression de cytokines et d’IFN dedyl, contribuant a l'orientation de la

réponse immunitaire [132].

3.1.2.3. L'activation des LB naifs

Tout comme les LT, les LB naifs doivent percevauxl variétés de signaux pour étre activés
au niveau des organes lymphoides secondaires.

Le mécanisme qui est ici décrit s'applique aux Agspntant une composante protéique, Ag
appelés Ag thymodépendants.

Le premier signal est généré par la reconnaisssmagfique de I'’Ag. La génération du signal
de co-stimulation requiert l'aide des LT effectelitsl/Th2, qui reconnaissent un complexe
peptide-CMH-II exprimé par le LB. La liaison du CD4t du CD40 ligand exprimeés
respectivement par le LB et le LT activé apres meaissance du complexe peptide-CMH,
provoque les sécrétions d’'IL-4, -5, et -6 par le. IJes cytokines activent la prolifération
clonale des LB et leur différentiation en cellusgcrétrices d’Ac, les plasmocytes, ou en LB

mémoires.

3.2. L'immunité anti-tumorale

3.2.1. Immunité spécifique anti-tumorale

Les cellules cancéreuses expriment des Ag tumagauyeuvent induire le développement
d’'une réaction immunitaire spécifique. Limmuniténtiatumorale spécifique repose
principalement sur la mise en ceuvre de mécanisiyiegogiques. Parmi les cellules de
limmunité spécifique, les LT CD8 représentent deteurs essentiels, capables de déclencher
la mort des cellules cancéreuses qui présentenAgdasimoraux dont ils sont spécifiques.
Dans ce contexte, les CDs jouent un role crucialettet, les CDs phagocytent les cellules
tumorales mortes, puis présentent les peptides wsices cellules dans un contexte CMH-I,
selon le mécanisme de présentation croisée [138].

Les LB participent également grace a la productigkc qui, apres fixation sur les cellules

tumorales, conduisent a la destruction de ceslesllu
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3.2.2. Le role de l'inflammation dans le développent d’'une tumeur

La formation d’'un cancer est due a la multiplicatemarchique de cellules qui ont subi des
mutations géniques les libérant des mécanismeégidation de la croissance cellulaire. Ces
cellules forment un ensemble qui s’individualise sein de I'organisme, en créant un
microenvironnement lui offrant des conditions pogs a son développement. Il est
actuellement connu que 90 % des cancers sont likes anutations géniques somatiques et a
des facteurs environnementaux [139]. D’'une mang&eérale, I'inflammation a bas bruit
mais chronique, résultant de I'exposition répétéesi facteurs environnementaux, comme le
tabac, ou d’infections virales ou bactériennes wiguoes, voire méme résultant de I'obésité ou
du vieillissement, contribuerait grandement a chacdes étapes de la tumorigénese. A
linverse, linduction d'une réaction inflammatoiraigué et intense a été employée

efficacement pour lutter contre certains cancerqaeticulier ceux de la vessie [140].

3.2.2.1. Le microenvironnement tumoral

Parmi les cellules constituant le microenvironnentumne tumeur figurent, outre les cellules
cancéreuses elles-mémes, des cellules stromalésamssi des cellules de I'immunité, dont
les principales sont constituées par les M@ assoai# tumeurs (MAT). De maniere
analogue aux LT CD4, deux principaux types de M@é&é@ mis en évidence [141]. Les M@
de type M1 produisent des cytokines pro-inflammatitelles que I'lL-1, le TNle-et I'lL-6

ou I'lL-12, ainsi que des dérivés nitrés grace expgression de la NO synthase inductible
(INOS). Leur développement est principalement feséopar I'lFN+, produit par les LT Th1,
dont l'activation et le recrutement sont soutenusetour par ces M@ de type M1. Les M@ de
type M1 sont aptes a induire une réaction immu@tanti-tumorale. Les M@ de type M2
libérent quant a eux des cytokines anti-inflamnratgitelles que I'lL-10, ou des facteurs pro-
angiogéniques et expriment en particulier 'arggrdsou le récepteur du mannose (RM).
L'IL-4, I'lL-13 ou I'lL-10 soutiennent le développrent de cette population de M@. Les M@
de type M2 promeuvent le remodelage des tissuargjibgénése, créant ainsi des conditions
favorables a I'évolution de la tumeur [140]. Ce tsoes derniers qui sont le plus souvent
rencontrés associés aux tumeurs.

L'ensemble de ces cellules est engagé dans un gehp@rmanent de cytokines et de
chémokines qui font intégralement partie du micuiremnement tumoral. Ces molécules
conditionnent les propriétés effectrices des ceiuimmunitaires environnantes, et par la
'évolution du développement tumoral. Ainsi, tandjse I'lL-12, le TRAIL ou I'INF+y

exercent des propriétés anti-tumorales, I'lL-6L4117 et I'lL-23 sont plutdt propices au
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développement tumoral. Les effets de ces cytoksregsgpuient sur I'activation de facteurs de
transcription, comme NkB et STAT3, au niveau des cellules cancéreuses,ctoume au
niveau des cellules non cancéreuses [140, 142¢s Ehissent aussi directement sur la

croissance et la survie des cellules cancéreuses.

3.2.2.2. L'inflammation et l'initiation de la tumeu

L’initiation tumorale correspond a la mutation ialé de cellules normales, leur conférant des
avantages de survie et de prolifération par rapgaxtcellules voisines. Pour qu’'une tumeur
soit effectivement initiée, il faut toutefois queirméme cellule cumule au moins quatre ou
cing mutations. L’inflammation pourrait jouer ichudle déterminant. La contribution de

linflammation dans linitiation d’'une tumeur pewe présenter soit sous la forme d’'une
inflammation préexistante, offrant les conditiomsgices a la transformation tumorale d’'une
cellule saine, soit sous la forme d’'une mutationndbncogéene qui favorise la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires. L’'une ou l'autre descvoies conduisent a la mise en place
d’'une inflammation locale chronique, médiée par dgwokines et amplifiée encore par le

recrutement et I'activation en boucle des cellut@munocompétentes [142].

L’instabilité du génome des cellules pourrait &xeorisée par l'inflammation. En particulier,
les phagocytes actives liberent de grandes quartééROS et de dérivés réactifs de I'oxyde
nitrigue (RNS) capables d’endommager I'ADN et diireé ainsi des mutations géniques
[143]. D’autre part, la présence de cytokines diadeeurs de croissance, dont I'expression est
induite par I'inflammation, pourrait constituer environnement favorable au développement
de cellules multipotentes. Ainsi, STAT3 jour uned@rucial dans I'auto-renouvellement des
cellules souches [140]. Ces cellules indifférerigeraient alors plus sensibles aux facteurs
environnementaux. Enfin, I'inflammation pourrait duder I'expression des génes au niveau

épigénétique [144].

3.2.2.3. L'inflammation et la promotion de la tumeu

La promotion tumorale représente I'évolution d'useule cellule cancéreuse vers une
formation tumorale primitive, constituée de celtutpui proliferent de maniere intense, tout en

échappant a la mort. Cette phase peut étre dééendd maniere différée par rapport a
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linitiation. La promotion tumorale s’appuie sur w@mvironnement cytokinique favorable,
mais requiert également I'apport en abondance t@mants et d’oxygéne.

L’hypoxie locale secondaire a la croissance rageléamas tumoral, favorise la formation de
nouvelles structures vasculaires ; c’est la néoegggese. Ce phénoméne complexe nécessite
une dégradation et un remodelage de la matriceaattulaire (MEC), I'afflux local de
cellules ainsi que leur prolifération et I'orgartiea des structures vasculaires. Il est promu
par les mémes signaux que linflammation [145]. ladlules du microenvironnement
tumoral (MATS, cellules endothéliales et cellula®males) produisent des chémokines et des
facteurs pro-angiogéniques, tels que le VEGF (Masandothelial cell growth factor), qui
participent soit en soutenant la prolifération deules endothéliales, soit en favorisant la
dégradation de la MEC, ou encore en attirant |ocald des cellules mononucléées qui

amplifient davantage ce phénoméne [146].

L’'activation de NFkB, AP-1 ou STAT3, soutenue par les cytokines, medudr ailleurs
'expression de génes impliqués dans la réguladiorcycle cellulaire, comme celui codant
p53 [147], dans I'apoptose, comme ceux codant BoltZBcl-xI [148, 149], de maniéere a
favoriser la survie des cellules cancéreuses. &#surs de transcription favorisent également
la production, par les cellules cancéreuses eli&sws, ou par les fibroblastes qui leur sont
associés, de cytokines qui attirent davantage Hele= pro-inflammatoires sur le site de

tumorigénése [140].

3.2.2.4. L'inflammation et la dissémination métsigize

La dissémination d’'une tumeur repose tout d’abard la dédifférenciation des cellules
épithéliales puis leur réorientation vers un phgpet fibroblastique, phénomeéne appelé
transition épithélio-mésenchymateuse [150]. Ledulss cancéreuses acquiérent ainsi une
plus grande mobilité. Pour accéder aux vaisseamgusas a proximite, les cellules
cancéreuses doivent se frayer un chemin a trageMHC. Les cytokines comme I'ILB]l
I'IL-6 ou le TNF-u y contribuent en induisant la production de métalbtéases (MMP) qui
dégradent la MEC [149]. Les cellules cancéreusegdmnt ainsi au courant circulatoire
sanguin, étape qui peut étre favorisée, dans utexininflammatoire, par 'augmentation de
la perméabilité membranaire. Elles doivent alorvigte en suspension dans le flux sanguin,
avant de s’arréter au niveau d’'un nouveau tissestlremarquable que les cellules tumorales

aient acquis la capacité d’exprimer de nombreugptsirs de chémokines, leur permettant de
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gagner autant de tissus différents de leur siteigife ; I'IlL-1p, I'lL-6 ou le TNF-
pourraient contribuer & ce phénoméne [142].

3.2.2.5. Une inflammation anti-tumorale ?

Les effets de I'inflammation décrits jusqu’ici saetatifs & une inflammation chronique a bas
bruit, favorable au développement d’'une tumeur.e@dpnt, I'induction d’'une inflammation
aigue favorise le développement d’'une réponse iniiaium anti-tumorale. Ainsi, les cancers
de la vessie par exemple, répondent favorablemé&atministration du bacille de Calmette
et Guérin (souche atténuée ti&ycobacterium bovis). La sollicitation des TLRs a été
envisagée pour expliquer cet effet, permettan€lebppement de MAT de type M1 [142].
L’activation de ces récepteurs pourrait égalemenduire a une rupture de la tolérance qui
peut exister vis-a-vis des Ag tumoraux, notammaeamt Iinduction de molécules de co-
stimulation [151]. Des travaux récents ont souligmédle crucial des TLRs, et en particulier
celui du TLR4, dans le développement d’'une réadnomunitaire anti-tumorale spécifique.
Ces travaux ont montré que l'aptitude de certagents de chimiothérapie cytotoxiques a
induire une telle réponse, repose entre autresassécrétion, par les cellules tumorales en
voie d’apoptose, de la protéine HMGB1. Cette deenggavere étre un ligand du TLR4 [152],
dont I'engagement constitue une condition requikacéivation optimale des LT, notamment
CDS8, spécifiques d’Ags tumoraux, par les CDs [192¢ plus, des travaux ultérieurs ont
montré que la sécrétion d’ILBlpar les CDs est nécessaire a la mise en place déponse
anti-tumorale spécifique impliquant des LT CD8 ¢gtaques qui produisent de I'lFN-en
grande quantité [153].

3.3. Modulation de la réponse immunitaire par les)draits de Gui

3.3.1. Modulation de la réponse immunitaire adaptet

L’injection d’extraits de Gui induit la productiotAc spécifiques anti MLs ou anti VTs,
associés a une réponse de type Thl (IgG1 et 3)1E8,155]. D’autre part, certaines études
ont montré que l'incubation de cellules sanguiniesutantes (CSC) en présence d’extraits
soutient la prolifération et I'activation des LT @D refléetée par l'augmentation de
'expression du CD28, du récepteur de I'lL-2 (CD2&hsi que celle des molécules du
CMH-II (HLA-DR) mais non les prolifération et acttion des LT CD8 [21, 23, 156, 157].
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D’autres ont observé l'induction de la sécrétionTéd--o. et d’'INF-y par les LT CD8 cultivés

en présence de CDs préalablement stimulées pextiests [16].

3.3.2. L'influence des extraits de Gui sur I'immutdi innée

3.3.2.1. L’activation des CPAg

L’incubation de CSCs en présence d’extraits deddanduit a 'augmentation de I'expression
des molécules B7.1 a la surface des cellules mah@ées (monocytes et M@), mais non
celle des LB [21]. En outre, la maturation des @Bségalement favorisée par les extraits de
Gui, comme le montre I'augmentation de I'expressitms molécules B7.1 et B7.2 a leur
surface. Ainsi stimulées, ces cellules peuventesout'activation des LT CD4 et des LT CD8
[16].

3.3.2.2. Ll'influence des extraits de Gui sur letutes NK

Des études ont montré que la stimulation par la IMle CSCs, et en particulier de
lymphocytes, conduit a une augmentation du noméreetiules NK ainsi que de leur activité
cytotoxique [157-159]. Des étudesvivo sur lapin ont montré une augmentation des cellules
NK apreés traitement par la ML-I ou sa chaine B,smain sa chaine A [160]. D’'un autre coté,
des études chez 'Homme n’ont pas noté de modificates populations cellulaires NK apres
traitement par les extraits [23, 156]. De plus, éeglesin vitro sur cellules humaines ont
plutdt montré I'effet inhibiteur des extraits de iGsur l'activation et les propriétés
cytotoxiques de ces cellules [161].

En outre, des travaux ont montré I'aptitude des ‘@Tmduire I'activation de ces cellules
[162]. De méme, les fractions polysaccharidiquesparticulier les rhamnogalacturonanes,
favoriseraient I'activation de ces cellules en ntéane jonction entre ces dernieres et leur
cible [65, 163, 164].

3.3.2.3. L'induction de la sécrétion de cytokines lgs extraits de Gui

Les sécrétions d’IL{1 et de TNFe sont induites aprées stimulation des phagocytes
mononucléés (CDs ou M), et constituent un élénobdtde linitiation de la réaction

inflammatoire.
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La sécrétion de TNl; tout comme celle d’IL, est induite en réponse a l'activation du
facteur de transcription NEB. Toutefois, la sécrétion de cette cytokine neeséite pas la
réalisation de deux signaux, contrairement a cil&IL-1(.

En effet, étant donné I'importante activité biolpge de I'lL-18, la sécrétion de cette cytokine
est soumise a une tres fine régulation, reposandesux étapes cruciales qui sont la synthese
de la pro-IL-B, puis la conversion de cette derniére par clivagelL-13 [165]. Dans la
premiére, sont impliqués des récepteurs membranaj@ reconnaissent des motifs
microbiens fréquemment présentés a la surface deso-organismes mais non de nos
cellules, des motifs endogenes évoquant un darajletaire, ou encore des cytokines [3, 4,
166]. Dans la seconde étape, participent des ré&aeptytosoliques capables de reconnaitre
des structures endogénes ou cristallines évoquedanger tissulaire [167].

La stimulation de CSCs humaines, et en particulier monocytes, par la ML-1 induit
I'expression d’ARNmM codant les cytokines telles ¢jlel  ou I'lL-1a, I'IL-6, et I'IL-10 ou
'IFN-vy et le TNFe, mais pas de ceux codant I'lL-2 ou I'lL-5 [100,110

D’autre part, I'induction de la sécrétion par |eS@ d’IL-18, d’IL-2, d'IL-6, d'IL-8, d’IL-10

et d'IL-12, d’'IFN-y et de TNFea, et de maniere controversée d’'IL-4 est favorisae Ips
extraits [10, 12, 13, 17-19, 23, 154, 168]. En @utme étude menée sur des CSCs avec la
ML-I a montré que la sécrétion de cytokines esofssée aux mémes concentrations que
celles induisant I'apoptose des cellules traité€9].

Etant donné l'objectif de ce travail, I'aptitudesdextraits de Gui et des substances qu’ils
contiennent & promouvoir les synthéses et sécettih-1p et de TNFe par les M@, les
propriétés biologiques de I'ILAL et les conditions conduisant a sa sécrétion vorg é

présentées de maniére plus détaillée.

4. L'IL-1 B, un membre de la famille de I'lL-1

4.1 Les propriétés biologiques de I'lL-B

L’IL-1 B appartient a la grande famille de I'lL-1, qui campll membres, dont I'IL«l
'antagoniste du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra), 418 ou encore I'lL-33 [3]. Les cytokines de
cette famille jouent un réle de premier ordre dangegulation de la réaction inflammatoire,
exercant des effets pro- ou anti-inflammatoiress €gokines sont reconnues soit par des

récepteurs communs (comme I'lli- £t I'IL-1) ou qui leur sont spécifiques.

57



4.1.1. Les récepteurs de I'lLAL

A ce jour, une dizaine de types de recepteurs fesudifférents membres de la famille de
lIL-1 ont été identifiés. Les activités biologigsiede I'lL-lo ou I'IL-1p sont sous la
dépendance du récepteur de type |. Ce dernier adengo niveau intracellulaire un domaine
Toll/IL-1 récepteur (TIR). La liaison de I'lLflavec ce récepteur provoque une modification
de sa conformation, permettant le recrutement d’pr@éine accessoire. Cette protéine
contient également un domaine de type TIR au niveacellulaire. La juxtaposition des
TIRs de ces deux entités est requise a la transdudti signal, conduisant a 'activation du
facteur NFxB ou de la voie des MAPKs [3, 170].

Le récepteur de type Il lie aussi I'll1Cependant, ne contenant pas de domaine TIR dans s
partie intracellulaire, celui-ci ne peut transneetie signal de I'lL-B. De cette maniere, le
récepteur de type Il piége I'lLBLqui n'est plus disponible pour une interaction ave
récepteur de type |. De plus, le récepteur de typmobilise la protéine accessoire du
récepteur de type |, 'empéchant d’étre recrutéesdane interaction entre I'lLflet son
récepteur de type I. Ainsi, le récepteur de I'lk-de type Il participe a la régulation de

I'activité biologique de cette cytokine.

4.1.2. Le rble de I'lL-P dans l'inflammation

L’IL-1 B est 'une des principales cytokines permettanttiation de la réaction inflammatoire
[3]. Au niveau local, elle induit I'expression da ICox-2, de la iINOS ainsi que de la
phospholipase A2. Ces enzymes supportent la syntd@snolécules pro-inflammatoires tels
les RNS ou certains dérivés lipidiques. En outik;1p favorise la production de diverses
cytokines, telles que I'IL-6. De plus, I'IlLSL promeut la synthése de chémokines et de
molécules d’adhésion qui favorisent [lafflux locakt la diapédese de cellules
immunocompétentes. Au niveau systémique, I'fl,-fhais aussi I'lL-6 et le TNIe; les trois
cytokines « alarmes », induisent la fievre ainse da production médullaire de cellules

sanguines, en particulier de PNN, essentiels daréakction inflammatoire.

Le réle critique de I'lL-P dans la régulation de la réaction inflammatoiggéasouligné par la
découverte de mutations au niveau de genes codargrdtéines contrélant I'activation de la
pro-IL-1 en IL-1B, et induisant des maladies auto-inflammatoirestteCdénomination
regroupe un ensemble de syndromes inflammatoirexctésisés par une forte association

avec les facteurs déclencheurs extérieurs, unefessation periodique, ainsi que I'absence de
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prédisposition liee a I'expression d'un haplotyp®i particulier. Ces maladies sont
secondaires a une hypersécrétion de cette cytokiaex un dysfonctionnement au niveau de
l'activation de la pro-IL-B en IL-18. Les différentes protéines impliquées dans cegasus
peuvent étre concernées [171, 172]. Ces pathologmmdent favorablement a un traitement

par un agent qui bloque les effets de I'lg-hotamment I'lL-1Ra.

4.1.3. D’autres protéines de la famille de I'lLglparticipant & son activité bioligique

4.1.3.1. U'lL-1o

L'IL-1 o et I'IL-1B se lient aux mémes récepteurs et ont les mémesigies biologiques [3,
170].

Le précurseur de I'IlL-d est présent de maniere constitutive dans de nambirgpes
cellulaires. Bien qu'il soit également doté d’'uroqmomaine qui peut étre clivé par une
calpaine membranaire, il est biologiguement aGédci constitue une importante différence
avec la pro-IL-B. Comme I'IL-13, I'lL-1 o ne possede pas de peptide signal lui permettant
d’emprunter la voie classique de sécrétion despres. Toutefois, contrairement a I'll3;1
cette cytokine n’est que rarement retrouvée soumdocirculante mais est principalement
active liée aux cellules, soit sous forme intradelle, soit sous forme membranaire. Au
niveau intracellulaire, elle module I'expression ckrtains génes. Elle peut toutefois étre
libérée lorsque les cellules qui en contiennentmerg@uen libérant leur contenu. D’ailleurs,
I'IL-1 o est considérée comme une des substances majéteesidant I'immunogénicité des

cellules mourant par nécrose [173].

4.1.3.2. L’antagoniste du recepteur de I'lL-1

L’IL-1Ra est produite au niveau sanguin par lesute$ mononucléées. Cet antagoniste lie le
récepteur de I'lL-1 avec une tres forte affiniténpEchant le recrutement de la protéine
accessoire du récepteur de I'lL-1, et donc la ttangon du signal. C’est par ailleurs une
protéine de phase aigie dont la synthese hépatigtieprovoquée par I'lL-6 et plus

efficacement encore si elle est combinée aveclfl[174].
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4.1.4. Le rble de I'lL-P dans le développement de tumeurs

L’influence de l'inflammation dans le développemanhoral a été soulignée précédemment.
En tant que cytokine pro-inflammatoire, I'll3joue un rdle essentiel dans ce phénomeéne. En
effet, en provoquant l'activation de NdB ou I'expression de génes comme la Cox-2, I'fL.-1
participe a la mise en place d’'un contexte inflarwina propice au développement tumoral.
Des études basées sur l'induction d’'une tumeunpararcinogéne chimique ont montré que
'IL-1 B est impliquée dans l'initiation de tumeurs [17Bh effet, parmi les souris déficientes
en IL-1B, seule une partie d’entre elles développent effectent une tumeur, alors que
toutes les souris du groupe contréle présententtumeur. De surcroit, I'apparition de la
tumeur est retardée dans le groupe déficient elflpar rapport au groupe contrdle. Dans ce
contexte, I'aptitude de I'lL-f a induire la production de substances mutageekss gue les
ROS ou les RNS pourrait étre en cause.

Par ailleurs, un role crucial dans la promotion duae a pu étre attribué a I'lLB1 Par le
biais de I'activation de facteurs de transcripttets que NFR<B ou STATS3, cette cytokine
concourt a I'échappement des cellules tumoralesnapanismes gouvernant normalement la
prolifération cellulaire. En outre, 'angiogéness kargement dépendante de I'lB-1Dans un
modéle d’implantation de matrigel chez des soleisléficit en IL-PB inhibe la formation de
nouveaux vaisseaux, et ce autours de plusieurss tgpecancers [176]. L'implication de
'IL-1 B a été confirmée avec un modele d'implantation daesouris, de matrigels chargeés de
surnageants de M@ soumis a des conditions d’hypthapparait que linfiltration de cellules
et 'angiogénése autours de ces dispositifs saafudes lorsque I'IL{1 a été neutralisée dans
ces surnageants [177]. De plus, I'IB-favorise la vascularisation de la cornée et det et
bloqué par I'inhibition de la Cox-2 ou de NiB, deux éléments activés par I'll3 1145].
Plusieurs études basées sur la transfection ddesetumorales avec I'lLfiLlactive [178], sur
'administration de I'lL-Ra [179], ou encore sursdsouris déficientes en ILB1[176] ont

souligné la contribution de cette cytokine dandisgsémination des tumeurs.

Cependant, une série de travaux récents a souligrentribution essentielle de I'lLfldans

la mise en place de l'immunité spécifique anti-tuatb®. Ces études ont montré que
'expression de la calréticuline, protéine résidemtu RE, au niveau de la membrane
plasmique conditionne le développement de cettetictr facilitant la prise en charge des
cellules tumorales en voie d’apoptose par les CIB9][ D’autre part, il est apparu que la

sécrétion de HMGBL par les cellules tumorales maesaparticipe aussi a ce phénomeéne. La
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sécrétion de HMGB1 favorise la mise en place de @CID8 cytotoxiques, suite a la
reconnaissance de cette protéine par le TLR4 [152].

Toutefois, I'expression de la calréticuline ou &cretion de HMBG1 ne suffisent pas. Des
études ultérieures ont considéré I'aptitude de rdivigpes de traitement employés en
chimiothérapie conventionnelle a induire le dévplEmpent d’'une réaction immunitaire
spécifiqgue anti-tumorale, principalement mise endé&we par l'induction de LT CDS8
cytotoxiques. Les anthracyclines (doxorubicine,oxaintrone et idarubicine), ou des agents
ciblant le RE (thapsigargine, brefeldine), les mitondries (arsénite, acide bétulinique) ou
'ADN (étoposide, mitomycine C ou campthotécine, aliplatine), mais aussi les
rayonnements-ont été testés. Parmi eux, les anthracyclinegaliplatine, mais aussi les
rayonnements supportent le développement de LT @B@&oxiques produisant de I'lFIX-
[2]. Ces travaux ont montré que I'apoptose desulesltumorales soumises a des agents de
chimiothérapie est accompagnée d’une libération T?#Aavec déplétion de I'ATP
intracellulaire [181]. Enfin, il est apparu que $&crétion d’IL-B par les CDs qui ont
phagocyté les cellules tumorales en voie d’apoptosstitue I'élément qui relie I'expression
de la calréticuline ou la sécrétion de HGMB1 a laenen place d’'une réponse anti-tumorale
spécifique. En effet, la mise en place d’une tedkection est bloquée lorsque soit la sécrétion,
soit la signalisation de I'lL{1 sont inhibées. De surcroit, ces observations @npéursuivies
par des études sur des patients atteints de cdocsein. L'efficacité des anthracyclines est
diminuée chez les sujets présentant une mutaticeakpteur P2X7 qui diminue son affinité
pour I'ATP [2]. L'IL-1B renforcerait I'activation des LT CD8, optimisamul capacité de
production d’'IFNy [153].

Dans ces travaux, le réle primordial des CDs asétdigné de maniere récurrente, et I'lg-1
est apparue comme le facteur assurant I'activatesnL T CDS8.

Les CDs sont actuellement trées étudiées dans Ie chel vaccinations anti-tumorales. Pour
cela, les CDs sont chargéesvivo par des Ag tumoraux puis réadministrées au patees
cellules présentent I’Ag tumoral aux LT, permettairisi le développement d’une réaction
immunitaire anti-tumorale spécifique. Des étudessmontré que la stimulation concomitante
des CDsx vivo par un cocktail de cytokines, parmi lesquelles-Ip ou le TNFe, augmente
l'aptitude des CDs a induire une telle réponse-tamtiorale. De maniere similaire, la
stimulation des CDs par des ligands de TLRs fagolées développement d’'une réaction

immunitaire spécifique anti-tumorale [182].
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4.2. Synthése et sécrétion d’ILfL

Le modele actuellement reconnu considére que éadilon de cette protéine dans le milieu se
fait en deux temps : la synthése de la pro{ll-{luis sa conversion en I3 Inature active et

sa libération proprement dite, ces deux dernietast &troitement liées [183-186]. Ces
diverses étapes sont essentiellement controléed’ guayagement de récepteurs de motifs
exposes par les phagocytes mononucléés, aussiabieriveau membranaire qu’au niveau

cytosolique.

4.2.1. La synthese de la pro-ILg1

Dans un premier temps, la cellule synthétise lalprdp inactive suite a la sollicitation de
récepteurs de cytokines [4, 166] ou de récepteersndtifs, comme les TLRs. Ceux-cCi
peuvent reconnaitre des signatures microbiennkes tglie le LPS, le peptidoglycane, I'acide
lipotéichoique, des motifs CpG (mimant les ADN roliens) ou encore des motifs osidiques
fungiques pour les TLRs [187-190]. L'engagementeég récepteurs provoque I'activation de
différentes voies de signalisation qui conduisemtfine, a l'activation de facteurs de
transcription de genes codant les cytokines prafamhatoires, comme les facteurs NB-ou
IRF [191].

Par ailleurs, d'autres types de récepteurs de snatiftosoliques peuvent conduire a
I'activation du facteur NRkeB. C’est le cas des récepteurs NOD1 et NOD2 quimeaissent
des structures respectivement présentes dans tielgggpcane des bactéries a Gram négatif
tel 'acide méso-diaminopimélique, ou communeswde® les bactéries, comme le muramyl
dipeptide (MDP) [192].

L’activation du facteur NReB conduit a la synthese de pro-IB-fjui s’accumule au niveau

du cytosol.

4.2.2. L’activation de la pro-IL-g en IL-1f

La conversion de la pro-ILBLen forme active et la sécrétion de cette derm&pesent sur la
génération d’'un second signal au niveau intracahel

Dans les études vitro, I'ajout d’ATP exogene a longtemps été employéaem que second
stimulus. Suite a la liaison de ce composé au téaepurinergique P2X7, la pro-ILBlest
rapidement clivée en ILgl suite a l'activation de la pro-caspase-1 en csesfia et sécrétée

dans le milieu extracellulaire.
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Chez la souris, la génération de ce deuxieme sigstahécessaire a la sécrétion d’'[k-1
mature. Chez I'homme, la conversion se fait apparemt de maniere spontanée, les
monocytes ayant la capacité de produire eux-méesesanditions nécessaires a la réalisation
de cette deuxieme étape. En effet, il a été majueéces cellules libérent de 'ATP qui agit de
maniere autocrine pour promouvoir I'activationasgécrétion de I'lL-f [193, 194].
Dernierement, il a été réalisé que la stimulatian [PATP conduit en fait a I'activation de
plateformes protéiques cytosoliques appelées imflasomes. La formation de ces structures
déclenche une cascade d’activation ou un zymogeaetif, la pro-caspase-1, est clivé en

caspase-1 active. Cette derniere clive a son ¢oprd-IL-13 en IL-183.

4.2.3. Les inflammasomes

La voie d’activation de I'lL-B dépendante de la caspase-1 est la plus étudife @ee
implique des récepteurs de motifs cytosoliques, gele les NLRs ou le récepteur absent in
melanoma 2 (AIM2).

La protéine AIM2, qui appartient a une autre faendue les NLRs, permet la formation d’'un
inflammasome aprés reconnaissance d’ADN double lndalisés au niveau cytosolique
[195]. Ces ADN peuvent étre d’origine virale, bactgne, voire méme endogéene [196].
Aussi bien AIM2 que les NLRs sont dotés d’'un domeapermettant I'interaction avec la
pro-caspase-1, directement ou aprés recrutememie duwotéine adaptatrice comme ASC
(apoptosis speck like containing a CARD).

4.2.3.1. Les inflammasomes formés autours des NLRs

Certains NLRs, tels que NOD1 et NOD2 comme indigluss haut, conduisent a I'activation
de NF«B, favorisant ainsi la production de cytokines prthammatoires ainsi que la
synthése de pro-ILAL D’autres sont impliqués plus spécifiquement densécrétion de
'IL-1 B par I'intermédiaire de la caspase-1, et vont neaiant étre considérés [192].

Les NLRs assurant l'activation de la caspase-1 ootapt trois régions: un domaine

C-terminal riche en répétition de leucine (LRR), domaine central de liaison des

nucléotides, et un domaine effecteur N-terminall[1192].
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Les motifs LLRs, impliqués dans la reconnaissamcedtifs microbiens au niveau des TLRs,
pourraient remplir une méme fonction au niveauEeRs. Le domaine central d’interaction
avec les nucléotides et d’oligomérisation (NODuassjuant a lui la formation d’oligoméres
de NLRs et par la méme leur activation. Enfin, tandine N-terminal peut étre de type
recrutement de caspase (CARD), de type pyrine (P¥D)encore de type répétition
d’inhibiteur de baculovirus (BIR), définissant autade sous-groupes de NLRs, a savoir
respectivement les NLRCs, les NLRPs et les NAIRsd@Gmaine permet, apres recrutement
eventuel d’'une piéce adaptatrice ASC, linteractamec la pro-caspase-1 et son activation
autocatalytique.

A l'état basal, les NLRs seraient replies sur ewas, empéchant leur activation
intempestive. La sollicitation des LRRs déclenchideadéploiement des NLRs et leur auto-
activation sous la forme d’oligomeres. De maniéral@gue a 'apoptosome, ceci aboutit a la
formation de plateformes moléculaires cytosoliqagselées inflammasomes et contenant les
NLRs, ASC si nécessaire, ainsi que la pro-caspafi9I]. Les inflammasomes qui se
forment autours de différents NLRs sont constitei@séponse a des stimulations mettant en
ceuvre un ensemble différent de ligands [198].

Les NLRP1, NLRP3 et NLRC4 constituent les NLRs emsul’activation de la caspase-1.

La protéine NLRP1 a été mise en cause dans la sépanla toxine léthale dBacillus
anthracis. Par ailleurs, cet inflammasome est activé agésmaissance de MDP [199, 200].
L’inflammasome de type NLRC4 se forme en réponse lzactéries dotées de systeme de
sécrétions de type Il ou IV, telles g&higella flexneri, Legionella pneumophila ou encore
Pseudomonas aeruginosa. La protéine NLRC4 reconnait la flagelline des tbdes, mais
egalement d’autres motifs microbiens non encoretifiés [188, 201-203].

Considérant le nombre important de membres dentléaNLR, dont les fonctions ne sont

pas encore connues, d'autres inflammasomes ponirétie découverts.

Par ailleurs, I'activation de la caspase-1 peutet@her la mort des cellules par pyroptose. Ce
processus est induit en réponse a l'infection delules par des bactéries intracellulaires,
telles queSalmonella typhimurium, a la toxine léthale dB. anthracis, ou encore au LPS.
Cette mort partage des caractéristiques morphalegi@ la fois de nécrose et d’apoptose
[74]. L'intensité de la pyroptose est corrélée alkeniveau d’activation de l'inflammasome,
suggérant que ce type de mort serait sollicitéglaesles mécanismes protecteurs des cellules

sont dépasseés [204].
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4.2.3.2. L'inflammasome de type NLRP3

L’activation de la caspase-1 consécutive a la ftionad’'un inflammasome autours de

NLRP3 est celle qui est actuellement la plus étudié

(1) Les structures induisant I'activation de I'ediimasome de type NLRP3

Une tres large palette de structures active I'mfllasome de type NLRP3. De nombreux
microorganismes, tels que des bactériastdria monocytogenes, Staphylococcus aureus),
des virus (adenovirus, Sendai virus entre autres)des levures (&hdida albicans par
exemple) soutiennent l'activation de NLRP3 [1875-207]. En présence d’ATP, cette
capacité s’étend également aux substances dédeéess micro-organismes. C’est le cas du
LPS, de I'ARN viral simple ou double brin, ou eneatr'éléments fungiques [6, 190, 205,
208]. Les imidazoquinolines de synthese R837 et8Rpduvent également activer cet
inflammasome, méme en absence d’ATP [6].

De récents travaux ont montré que I'activation ddRR3 nécessite une induction préalable
du facteur NFR¢B. Outre 'induction de la synthese de pro-Ig;1'activation de ce facteur
conditionne également I'expression de NLRP3 [5]nsAi lorsque les cellules ont recu un
signal pro-inflammatoire conduisant a I'activatide NF«B, tel que celui généré en réponse
a l'activation des TLRs, les toxines bactériennesitotoxine ou nigéricine induisent
'activation de NLRP3 [187]. Outre ces toxines, dagistances d’origine endogene, qui
témoignent d’'une l|ésion tissulaire, disposeraiemtcdtte méme capacité. Parmi celles-ci,
figurent 'ATP extracellulaire ou des composantdal®EC, tels que le hyaluronane [209]. Il
en est de méme pour des structures cristallinesstquie des cristaux d’acide urique ou de
pyrophosphate de calcium dihydrate [210, 211], destérol [212], mais aussi des agrégats
de peptide B présents au niveau cérébral [210]. D’autres sabetfibrillaires d’origine
exogene peuvent activer NLRP3. C’est notammenasedes sels d’aluminium, couramment
employés comme adjuvants de vaccins, des partidéeslice ou d'amiante [213-218]. Tout
récemment, I'activation de NLRP3 par le glucos¢éandise en évidence, reliant, tout comme

le cholestérol, cet inflammasome a des troublesbodjues [219].

(2) Les mécanismes d’activation de I'inflammasoragype NLRP3
Les mécanismes proprement dits permettant l'agbnatle NLRP3 demeurent encore
partiellement élucidés. La principale difficultéoprent de la tres grande diversité des stimuli

connus. L’approche actuelle tend donc a proposer mécanismes dans lesquels des
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évenements intermeédiaires interviendraient en aeal stimuli déja identifiés, et seraient
directement responsables de l'activation de NLRRIiBsi, trois principaux mécanismes
permettant d’expliquer une activation par I'ensesniié ces stimuli sont envisagés [220, 221].

(2.1) Lefflux de K

La diminution de la concentration intracellulaire & apparait comme une condition
nécessaire a 'activation de NLRP3. En effet, Reation de cet inflammasome requiert dans
la trés grande majorité des cas un efflux de é€ I'activation de NLRP3 par pratiquement
tous les stimuli connus est inhibée par une conatoim extracellulaire de Kélevée [211].
Tous les stimuli connus conduisent a la formatien pibres au niveau de la membrane
plasmique. Ainsi, 'ouverture de canaux, comme icgduPannexine-1 en réponse a 'ATP, ou
I'action de toxines bactériennes qui forment desep@ermettent cet efflux de'KFig. 7).
D’autre part, la nigéricine et la maitotoxine sdes ionophores potassiques.

L'importance de la concentration intracellulaire Khdans l'initiation d’une réaction vis-a-
vis d’'une agression est soulignée d'une part, pacdractére conservé de cette stratégie,
depuis les plantes, jusqu’aux animaux, mais auastr@ part, par la régulation exercée par le
K* sur l'induction de I'apoptose [222].

Pourtant la diminution de la concentration d& & elle-méme ne suffit pas a soutenir
I'activation de NLRP3, suggérant que des élémeargtent encore énigmatiques [223].

Par ailleurs, Pannexine-1 pourrait permettre l@mtrde ligands, tels que des motifs
microbiens ou des bactéries tuées par la chaleuniveeau intracellulaire, ou ils seraient a
méme d’activer NLRP3 [208]. Toutefois, le fait quiateraction entre NLRP3 et ces ligands
n'ait jamais été démontrée, ainsi que la diversiés ligands possibles, constituent des
eléments en défaveur de cette éventualité. En ckearta formation de pores membranaires
(par l'ouverture des canaux Pannexine-1 ou paré@rdnce de ces ligands au niveau
intracellulaire) pourrait provoquer I'efflux de'iKkécessaire a I'activation de NLRP3.

De plus, il est possible que ces structures nensgi@s impliquées dans I'activation
proprement dite de NLRP3, mais plutét dans l'indurctle I'expression de NLPRS3, préalable

nécessaire a son activation par I'ATP notamment [5]
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Figure 7. Activation de l'inflammasome de type NLRB par l'efflux de K+. L’ATP est reconnu par les
récepteurs P2X7, couplés a des canaux Pannexipg-permettent eux aussi I'efflux de” Kt l'internalisation

de motifs microbiens. Par ailleurs, les toxinest®&dennes induisant la formation de pores membrasamais

aussi les structures cristallines permettent égatérfiefflux de K. La diminution du K intracellulaire est

percue par NLRP3 et conduit & son activation [221].

(2.2) La déstabilisation des membranes lysosomales

La phagocytose de particules de trop grande taitler étre éliminées conduirait a une
déstabilisation des membranes des lysosomes etiidétation de leur contenu. Certaines
substances pourraient alors, directement ou apcégaon d'un intermédiaire, activer

NLRP3 (Fig. 8). Dans ce contexte, la cathepsinerizyme lysosomale, pourrait activer un
intermédiaire qui interagirait alors avec NLRP3 R1Un tel mécanisme expliquerait

notamment l'activation de NLRP3 par des structucestallines ou agrégées ci-dessus

évoquées, mais également par les toxines commegéddaine [224].
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Figure 8. Activation de l'inflammasome de type NLRB par déstabilisation de la membrane lysosomale.
Les structures cristallines de taille trop impotgapour étre éliminées apreés phagocytose induirégerupture
de la membrane lysosomale/phagolysosomale suivieladdibération au niveau du cytosol d’enzymes
protéolytiqgues, comme la cathepsine B. Certaingg¢s pourraient également provoquer la libératienla
cathepsine B. Cette derniére serait reconnue it RP3. Adapté d'apres [221].
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(2.3) La production de ROS

La contribution des ROS dans I'activation de NLRfe®inait de plus en plus d'intérét. En
effet, pratiguement tous les stimuli conduisantaativation de NLRP3 peuvent induire la
production de ces substances, et I'activation d&R&. peut étre inhibée par des agents qui
les dégradent [213, 214, 225, 226]. Dernieremeantnécanisme d’activation de NLRP3 par
les ROS a été découvert [219]. Dans ce modéle, SLRferagit avec la protéine
interagissant avec la thiorédoxine (TXNIP), ce méne a son activation. Cette interaction est
normalement entravée par la liaison et I'inhibitaia la TXNIP avec la thiorédoxine (Fig. 9).
Toutefois, I'absence de TXNIP n’inhibe pas totaleim&ctivation de la caspase-1, indiquant
que d’autres mécanismes de régulation participetaie

Tout comme le K les ROS sont impliqués dans 'immunité des pknét constituent un
caractéere conserveé au cours de I'évolution.

Inversement, certaines études montrent que les R@&Kent inhiber I'activation de
linflammasome [227]. Les complexes enzymatiquesDR®M oxydase (Nox) constituent des
sources intracellulaires majeures de ROS. Les rdift6 types de complexes Nox sont
constitués de plusieurs sous-unités, mais touseontommun la sous-unité 2% [228].
Ainsi, des travaux ont montré que le déficit en P22empéchant donc I'activation de tous
les complexes Nox, ne blogue pas la sécrétion tBll[229, 230]. D’autres ont rapporté ce
déficit comme inhibant la sécrétion d’ll3len réponse a des inducteurs de l'activation de
NLRP3 [214].
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Figure 9. Activation de l'inflammasome de type NLRB par les ROS Les agents connus pour activer
linflammasome de type NLRP3 soutiendraient la picitbn de ROS au niveau intracellulaire. Le complex
thiorédoxine (TRX)/TXNIP est dissocié par les RGST¥NIP interagit alors avec NLRP3, conduisant a so
activation [221].
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Tenant compte du role du’ket des ROS dans I'immunité des plantes en tantsogreux
produits en réponse a un danger, ainsi que denliéitade des systemes de reconnaissance de
ceux-ci entre les plantes et les animaux, ces reedgbnt ceux qui semblent étre les plus

vraisemblablement impliqués, de maniére non exatusi

Par ailleurs, bien que lactivation de la pro-IB-lit essentiellement lieu au niveau
intracellulaire, il existe toutefois une voie exHulaire, indépendante de la caspase-1. Dans
ce cas, l'activation de la pro-ILBlpeut étre assurée par des protéases telles que la
protéinase-3, produite par les PNN dans des conditil'inflammation stérile, I'élastase ou la
MMP9 [231]. L'IL-1p ainsi générée a un poids moléculaire différent’ldel p issue de
I'activation par la caspase-1, et ces formes smhbdiguement actives [232, 233].

4.2.4. Les voies de sécrétion de I'll|¢-1

Le mode de sécrétion de I'lLBlpose également de nombreuses questions. En eftéd,
cytokine ne présente pas le peptide signal caisitire des protéines sécrétées, qui suivent
la voie classique RE/Golgi, telles que le ThFPlusieurs voies de sécrétion ont ainsi été
envisagées pour I'lL{}, et il semblerait que chacune d’entre elles swipreintée selon les
conditions et les types cellulaires considéres. (Foy [189].

La sécrétion d'IL-B a longtemps été considérée comme associée a smedilulaire [234].

Il apparait aujourd’hui que cette protéine peue &ecrétée sans que les cellules ne soient
détruites [235, 236]. Plus réecemment, des travaumntré que I'lL-B pourrait étre libérée
apres avoir été dirigée dans des compartimentswasies. En effet, la sécrétion d’Il3 ar

des macrophages murins dérivés de moelle osseldBNB) peut solliciter la libération
dans le milieu, de microvésicules formées a pdgita membrane plasmique [237, 238]. Par
ailleurs, la libération d’exosomes constitue urr@umécanisme de sécrétion d’'IB-par les
BMDMs [239]. Avant d’étre sécrétées, ces veésicudest contenues dans des structures
formées par invagination de la membrane d’endospetegppelées corps multivésiculaires.
Les exosomes sont libérés lorsque ces corps nwiltivéires fusionnent avec la membrane
cellulaire. La sécrétion d’lIL{1au sein de vésicules membranaires repose surtiomdagion

par 'ATP. Par ailleurs, il a été proposé que laréton d’IL-13 par les M@ péritonéaux
murins pourrait impliquer des transporteurs memdiras spécifigues non encore identifiés
[240].
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Figure 10. Mécanismes de sécrétion de I'lLfiipar les monocytes, les M@ ou les CD aprés stimuiah par

le LPS et I'ATP. Voie A: I'lL-1p est prise en charge par des endosomes de recyglsiggaccumulent dans
des compartiments vésiculaires et forment des amydsvésiculaires (MVBs). Ces derniers fusionnanéc la
membrane plasmique, libérant des exosomes contBihahi. Voie B : I'lL-1p est convoyée dans des vésicules
appelées lysosomes sécrétoires. Apres stimulatesn cgllules par I'ATP, ces vésicules fusionnentcale
membrane plasmique, libérant leur contenu dansileunVoie C: la stimulation par 'ATP provoque |
formation de bourgeonnements de la membrane plasmigns lesquels est contenue I'l-1les vésicules
ainsi crées sont libérées dans le milieu. Voie 1B :sécrétion d'IL-B est assurée par des transporteurs
membranaires. Adapté d'apres [7].

4.3. Induction de la sécrétion d’'IL-1p et de TNFw par les extraits de Gui ou leurs

composants

Comme précédemment évoqué, les extraits de GueseMLs ont été démontrés comme

induisant la sécrétion de nombreuses cytokineg, ldoriNF-o ou I'lL-1.

4.3.1. Induction de la sécrétion de TNé-

Il a été rapporté que les extraits [10, 12, 18],lems MLs [10, 12, 13, 18, 22, 101, 125]
induisent la sécrétion de TNEpar les CSCs, notamment les monocytes. L'absehre d
telle sécrétion a également été rapportée parrédmutudes [19]. Par ailleurs, des travaux
meneés sur du sang total ou sur des CSCs humaitananiré que la quantité de TNF-
sécrétée aprés 24 h de traitement est moindre e¢émpacelle observée apres 4 h. De plus,
une pré-stimulation par les extraits ou par du ififffoe la sécrétion de cette cytokine induite
par ces mémes extraits ou par du LPS. D’'un auties ode étude menée sur du sang total a
montré que ni la ML-I, ni un extrait en contenam, peuvent induire la sécrétion de ThF-

mais qu'une co-stimulation avec du LPS soutient telee sécrétion. Cet effet repose
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notamment sur l'inhibition de la sécrétion d’'IL-1Bn outre, la seule chaine B de la ML-I ne

suffit pas a soutenir un tel effet, suggérant laticbution de la chaine A [241].

4.3.2. Induction de la sécrétion d’ILA

Des travaux réalisés soit avec les extraits, fetéseau non [10, 17, 18], soit avec les MLs
[12, 13], voire méme la seule chaine B de la MIL3][ ont mis en évidence l'induction de la

sécrétion de cette cytokine par les CSCs, notammesnionocytes. D’autres études n’ont
cependant pas détecté de libération de cette eyp&iussi bien avec les extraits [19], qu’avec
les MLs [101]. De plus, des travaux menés sur tataj avec un extrait ayant une teneur
définie en ML 1, ou la ML | elle-méme, n’ont passave d’induction de la sécrétion d’I3;1

méme lorsque les cellules sont co-incubées ave®&241].

Globalement, ces données suggérent que les exétaiss MLs sont a méme, dans des
conditions appropriées, de conduire a la sécré@mnNFe et d’IL-1p. Toutefois, la sécrétion
de ces cytokines est davantage amplifiee a desentmations cytotoxiques [12, 242] ou

induisant les plus fortes diminutions de la vidbitellulaire [10, 243].

D’autre part, le réle des MLs dans la sécrétioreie cytokines a été souligné par I'inhibition
de celles-ci en présence d’'un sucre compétiteur B@urtant, d’autres substances seraient
également impliquées, certains travaux montrantlgusgcrétion de ces cytokines n’est pas
corrélée avec la teneur en MLs des préparatiordiétsi [18]. De plus, la destruction de ces
MLs par la chaleur ne réduit que partiellementféefnducteur de la sécrétion de TNFles
extraits [23].

Il apparait également que l'aptitude des extraiisdaire la sécrétion de ces cytokines varie
grandement, notamment avec I'arbre hote dont sgtlesGui [18].

71



Il apparait donc que l'inflammation, et en partieul’lL-1 3, joue un role primordial dans le
développement tumoral, bien qu’encore partiellenmpris. Par ailleurs les mécanismes
moléculaires contrélant I'activation de la caspas#une part, et la sécrétion d’lIL3d’autre
part sont trés complexes. De plus, les travauxriaoi® qui ont exploré I'induction de la
sécrétion d’IL-B en réponse aux extraits de Gui ont permis de enettr évidence que ces
extraits disposeraient, dans certaines conditioles|'aptitude a induire les synthéses et
sécrétions d’IL-B et de TNFe.

Dans ce travail, considérant 'importance que préhel § dans I'immunité anti-tumorale, de

telles aptitudes vont étre réévaluées, en tenamiptEy en particulier, des nouveaux

mécanismes mis a jour ces toutes derniéres années.
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MATERIELS ET METHODES



1. Réactifs

Origine des réactifs

L’ATP ultra pure, le LPS dscherichia coli (0111:B4), I'albumine sérique bovine (BSA),
I'o-phénylénediamine (OPD Sigma F3stle Triton X-100, la peroxydase (HRP) couplée a
I'avidine (Av-HRP), le N-monométhyl-L-arginine (L-NMMA), le cycloheximideCHX), le
Bayl11-7082 (Bay) ainsi que les sucres proviennergigma.

L’imiquimod (R837) est de Calbiochem.

Pour les déterminations de cytokines par la méthedkSA (décrite ci-dessous), les Ac
suivants, ainsi que les cytokines recombinantes/gmant tous de chez eBioscience, ont été
utilisés.

Pour I'lL-1B, I'Ac monoclonal (clone B122) d’amster arménieni dk-1 murine, le sérum
polyclonal d’Ac biotinylés de lapin anti ILElmurine et I'lL-18 recombinante murine ont été
employes.

Les Ac monoclonaux biotinylés (clones MP6-XT22 eP®AXT3) ou non (clone 1F3F3D4)
anti-TNF-o murin et le TNFe. recombinant murin ont été utilisés pour le ThF-

L'IL-6 a été dosée grace a I’Ac monoclonal de nati -6 murine (clone MP5-20F3), I'Ac
biotinylé de rat anti IL-6 murine (clone MP5-32CHdipsi que I'lL-6 murine recombinante.
Le dosage de I'lL-10 a été realisé avec I'Ac ahtilD murine (clone JES5-16E3) ainsi que
I'Ac biotinylé anti IL-10 murine (clone JES5-2A5) L-10 murine recombinante.

L’Ac de chévre anti IgG de lapin couplé a 'HRP yiemt de chez Jakson ImmunoResearch.
Le sérum polyclonal d’Ac biotinylés de chévre dhtil 3 murine, employé pour la technique

d'immuno-empreinte, provient de R et D systems.

Le cocktail d’'inhibiteurs de protéases completdesRoche.
Le réactif MTS et le kit Cyto Tox §6non radioactif de dosage de la lactate déshydesgén

(LDH) ont été obtenus aupres de Promega.

Préparation et conservation des réactifs

L’imiquimod a été dilué en DMSO et aliquoté a 10 mus les autres réactifs ont été dilués
en milieu de culture des cellules (voir chapitrévant). Le LPS a été aliquoté a la
concentration de 1 mg/ml, le CHX a 10 mg/ml, le Bayl0 mM, 'ATP a 250 mM et le
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L-NMMA a 10 mM. L'IL-B et I'lL-6 ont été aliquotées a 10 pg/ml, le TN 5 pg/ml et
I'IL-10 & 1 pg/ml. L’Av-HRP a été aliquotée & 1 md/
Les aliquots ont été conservés a -20°C.

Les extraits de Gui fermentés (VAFs) Iscddainsi que des ampoules de milieu de dilution
des extraits (soluté isotonique de NaCl, ici appel&cteur ») nous ont été fournis par les
laboratoires Weleda. Les VAFM et VAFQ ont des tesen MLs qui sont respectivement de
250 ng/ml et 375 ng/ml pour 5 mg d’extrait par ampode 1 ml. Le VAFP contient 10 mg
d’extrait par ampoule de 1 ml. Pour ces travauxjsnavons utilisé les lots 80111 de VAFP,
80411 de VAFM et 90411 ou 80211 de VAFQ.

Dans toutes les expériences dans lesquelles lessV#dnt employés a différentes
concentrations, la concentration de vecteur a é@i@tenue constante et égale a celle obtenue
avec la plus forte concentration de VAFs. Pour,celpartir de la plus forte concentration de
VAFs, les dilutions successives ont été réalisgtsngporanément dans un mélange de milieu
de culture additionné de vecteur, en concentratitamtique a celle obtenue lors de la
préparation de la plus forte concentration de VABS. contrdle vecteur, consistant en un
mélange de milieu de culture additionné de vecteuar,concentration identique a celle
obtenue lors de la préparation de la plus forteceotration de VAFs a été réalisé lors de
toutes les expériences.

Concernant les expériences dans lesquelles sonbgeeg des substances diluées en DMSO,
une démarche analogue a été adoptée. Dans tocaslels concentration finale maximale en
DMSO ne dépasse pas 0,1 %.

2. Culture cellulaire

2.1. Entretien des cultures

Les M@ murins E-Clone, établis a partir de M@ J8ud4 la base d’'une expression du RM,
nous ont été fournis par Mr le Dr Stahl. Les cebuMAMI issues de co-cultures de cellules
microgliales et de fibroblastes proviennent de bDr Lombard [244, 245]. Ces cellules ont
éte cultivées en milieu RPMI 1640 Glutamax | (Gipadditionné de pénicilline (100 Ul/ml),

streptomycine (20 pg/ml ; Sigma) et 10 % de sérarweau foetal (SVF) décomplémenté
(Gibco) (désigné dorénavant sous le terme RPMI ¢etnpn flacons de culture stériles de
75 cntf (TPP) placés dans un incubateur humide & 37°C,d8 %Q. Le milieu de culture a
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été renouvelé de moitié tous les trois jours. Desss conditions, une fraction des cellules,
avec une viabilité excédant 95 % (déterminée pstrdeexclusion du bleu trypan [Sigmal),
passait spontanément en suspension ; ces celluke£té utilisées lors des expériences

réalisées au cours de cette étude.

2.2. Obtention des cellules et mise en culture dadss puits

Les cellules ont été prélevées stérilement danddédes de culture en aspirant et refoulant
délicatement le milieu de culture. Le milieu préea été réparti dans des tubes stériles de
50 ml (Falcon). Apres centrifugation (10 min a 1@@Min), les cellules ont été dénombrées
au microscope. La viabilité cellulaire a été déieda par le test d’exclusion du bleu Trypan
dans une cellule de Malassez. Les cellules moaescolorées en bleu par incorporation du
colorant, tandis que les cellules vivantes excluwentolorant et sont réfringentes. Les culots
cellulaires ont alors été repris par un volume &dIRcomplet permettant d’obtenir la densité
cellulaire désirée. Les cellules ont alors été mgmdans des plaques de cultures stériles et

placées dans I'étuve jusqu'a I'expérience propré ¢

3. Mesure de la viabilité cellulaire par le test ddxclusion du bleu Trypan
apres traitement par les VAFs

Les cellules ont été dénombrées au microscope dmgsment par les VAFs. Pour ce
traitement, les cellules ont été mises en culturglaques stériles de 24 puits (TPP), sous
500 pl (5 x 18 ¢/puits), puis placées dans I'étuve & 37°C penédnpour adhérer. Elles ont
ensuite été traitées par les VAFs dilués dans dieuntomplet (sous un volume de 500 pl),
puis placées dans I'étuve pendant 24 h. Aprés almniné les surnageants, les cellules ont
été incubées 30 min a 4°C dans du PBS additionrtéydsine (0.0015 % [v/v]) et EDTA

(5 mM). Les cellules ont ensuite été délicatemeitotiées par aspiration/refoulement, puis
dénombrées comme précédemment décrit par le testldsion du bleu Trypan. Aussi bien

les cellules qui excluent le bleu Trypan que caijgisne I'excluent pas ont été dénombrées.
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4. Mesure de I'activité métabolique et/ou viabilitécellulaire par le test au
MTS

4.1. Principe du test

Le principe du test repose sur la réduction d'uh de tétrazolium, le MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl){2-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), en
formazan soluble, par des déshydrogénases actweslels cellules métaboliquement actives.
Ainsi, l'intensité de la coloration apparaissanhslées puits reflete I'activité métabolique des

cellules, et donc indirectement leur viabilité.

4.2. Réalisation du test

Les cellules ont été mises en culture en plaquésiest de 96 puits (TPP) a raison de
2 x 1¢ ¢/puits (nombre de cellules préalablement détegminir plus loin), sous 100 pl de
milieu RPMI complet pour adhérer. Sur chaque plaguwe« blanc réactif » a été incorpore,
consistant en du milieu de culture sans cellulésyeerecevant que le réactif MTS/PMS
(phenazine methosulfateles cellules ont ensuite été traitées par lestiféaajoutés sous
100 pl. Le réactif MTS/PMS a été reconstitué exterapément a partir de solutions meres de
MTS (2 mg/ml) et de PM$0.92mg/ml) dilués dans dtampon phosphate salin (PBS), a
raison de 2 ml de la solution de MTS et de 100autelle de PMS. Le réactif a été distribué
sous 25 pl/puits. La réaction a été menée pendardahs l'incubateur. Aprés uniformisation
de la coloration par agitation ménageée, I'absorbam@té lue, contre « le blanc réactif », a
490 nm avec un lecteur de microplagues (Molecukariges).

Les valeurs correspondent a la moyenne et a |“¢gpet des 3 puits et sont exprimées en
pourcentage de I'activité métabolique moyenne diréée (100 %).

4.3. Détermination du nombre cellules a déposer pauits

Le nombre de cellules a déposer a été déterminénesurant I'absorbance obtenue en
fonction du nombre de cellules déposé par puitg. (F1). A été retenu celui qui donnait une
valeur d’absorbance située dans la zone de ligéaiitsavoir 2 x 10¢/puits, en plaque

96 puits.
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Un nombre similaire de cellules MAMI a déposer paits a été déterminé (données non

montrées).

3

Absorbance a 490 nm

0 10 20 30 40
Nb de cellules/puits (x 10%)

Figure 11. Variation de I'absorbance en fonction dutnombre de cellules déposé par puittes M@ E-clone
ont été déposés sous un nombre de 0,625 a 40 &/dudts dans des plaques 96 puits. Elles ontnétébiées en
milieu RPMI complet pendant 24 h, a 37°C. Le rdadif S/IPMS a été ajouté 4 h avant la fin de l'inctida
L’absorbance a été lue & 490 nm avec un lectemrid®plaques.

5. Mesure de la cytotoxicité par dosage de la LDH

La LDH est une enzyme cytosolique. Ainsi, la liligna de celle-ci dans le milieu de culture

témoigne d’une atteinte de l'intégrité membrandigda cellule et d’'une lyse cellulaire.

5.1. Principe du dosage

Le principe du dosage repose sur la réduction eatigioe par la diaphorase, d’'un sel de

tétrazolium (INT) en formazan de couleur rougepisda réaction suivante :

Diaphorase
NADH + INT — NAD™ + formazan

Le NADH provient lui-méme d’une réaction enzymagqmpliquant la LDH :

+ LDH
NAD" +lactate __——,  NADH + pyruvate

Le dosage de la LDH est donc indirect, et I'intehgie la coloration est fonction de la

guantité de LDH libérée dans le milieu.
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5.2. Réalisation du dosage

Les échantillons, surnageants et lysats, issuexigdriences de mesure de I'induction de la
sécrétion de cytokines, ont été distribués séparendans des plaques 96 puits PolySorp™
(Nunc), sous 50 pl. Ces échantillons ont été éedlement dilués, de maniére a ce que la
valeur de I'absorbance obtenue se situe dans ke derinéarité (voir le chapitre suivant). Un
« blanc réactif » (réactif ajouté soit a du milide culture pour les surnageants, soit a la
solution de lyse pour les lysats) a été incorparéchaque plaque. La LDH a été dosée par
ajout de 25 pl/puits de réactif. La réaction codoséété développée pendant environ 30 min a
température ambiante (TA) et a I'obscurité, puigtée par ajout de 25 pl/puits deSD,

0,1 M. L'absorbance a été lue, contre le « blaractie», a 490 nm avec un lecteur de

microplaques.

La quantité totale de LDH a été déterminée partexddes quantités de LDH dosées dans les
surnageants et les lysats. La LDH dans les surnggest exprimée en pourcentage de la

LDH totale. Les valeurs correspondent a la moyeehea la déviation standard des
pourcentages des 3 puits.

Il faut noter que le rouge de phénol présent damailieu de culture RPMI interfere avec ce
dosage. C’est la raison pour laquelle les expéemnt été réalisées en milieu RPMI 1640
Glutamax | sans rouge de phénol (Gibco).

5.3. Détermination de la zone de linéarité de l'almsbance en fonction de la
guantité de LDH

La zone de linéarité de l'absorbance en fonctionladequantité de LDH libérée a été
déterminée en mesurant I'absorbance obtenue etidordu nombre de cellules déposé par
puits (Fig. 13). Les M@ E-clone ont été déposés sounombre de 0,625 & 40 X* 10puits,
sous 200 ul, dans des plaques stériles de 96 EURB). Apres adhésion au support, les
surnageants ont été éliminés, et les tapis calbdadnt été lysés dans 200 pl de RPMI
additionné de Triton X-100 (concentration finale @& %). La LDH a ensuite été dosée par

mesure de I'absorbance a 490 nm avec un lectemiateplaques (Fig. 12).

Il apparait que I'absorbance varie de maniere ireéavec le nombre de cellules déposées par
puits tant que celui-ci se situe en deca de 10 %célules pour 200 pl, donc de
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50 x 1d cellules pour 1 ml (volume de travail dans lesqpks 24 puits). Les dilutions des
échantillons a doser ont été réalisées de manieeecue la quantité de LDH présente dans
I'échantillon dilué soit inférieure a celle libérpar I'équivalent de 50 x f@ellules/ml.

N
&

=
o~
. .

Absorbance a 490 nm

o
o o
\ :

10 20 30

o

Nb de cellules/puits (x 10%)

Figure 12. Variation de I'absorbance en fonction dunombre de cellules déposé par puitd.es M@ E-clone
ont été déposés sous un nombre de 0,625 & 40¢(dudts, sous un volume de 200 pl. Les cellulgsétdlysées
par addition de Triton x-100 (concentration fin@l& %). L’absorbance a été mesurée contre le «bkactif »
a 490 nm avec un lecteur de microplaques, 30 nrigsagjout du réactif.

6. Incubation des cellules pour les dosages desakihes et de la LDH

Les cellules ont été distribuées en plaques stérde 24 puits (TPP), sous 500 pl
(5 x 1 ¢/puits), puis placées dans I'étuve & 37°C pendamtil2 h pour adhérer. Passé ce
temps, les traitements proprement dits ont étésgsalet les réactifs (préparés en milieu
complet) ont été ajoutés sous un volume de 50@hhque condition a été réalisée en
triplicat. A la fin de I'expérience, les surnagesade culture ont été récupérés et centrifugés
pendant 5 min a 1100 tr/min pour les débarrasserétianents particulaires, puis aliquoteés.
Les tapis cellulaires ont été lysés pendant 30 andliC, par 500 pl de RPMI complet sans
rouge de phénol additionné de 0.1 % de Triton X-108s lysats ainsi obtenus ont été
centrifugés 5 min a 15000 tr/min pour éliminer ligactions insolubles, puis aliquotés.
Surnageants et lysats ont été soit analysés imieéuat, soit conservés a — 20°C jusqu’a

leur analyse.

7. Dosage des cytokines par ELISA

Les dosages ont été realisés dans des plaques i86 NaxiSorp™ (Nunc). Les Ac
monoclonaux primaires (Ac d’amster arménien artilfLmurine, Ac anti TNFs murin, Ac

de rat anti IL-10 murine ou Ac anti IL-6 murine)lués a 1 pg/ml dans du PBS, ont été
adsorbés sous 100 pl/puits pendant une nuit a Afes 4 lavages par 200 ul de PBS
additionné de 0,1 % (v/v) de Tween 20, I'étape alersition a été menée pendant 1 h a TA,
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en déposant 100 pl/puits de PBS — 0,1 % (p/v) d&. BSs plaques ont éte lavées 5 fois. Les
échantillons ont été dilués, et une gamme étalétegoréparée par dilution de la protéine
recombinante en milieu RPMI complet. La gamme s@#&dt, pour I'lL-18, I'lL-6 et I'lL-10,

de 62,5 a 4000 pg/ml et celle pour le TiEe 78 a 5000 pg/ml. La gamme étalon (une pour
chaque plaque) ainsi que les échantillons, ontdé&#ibués sous 100 pl/puits. Un blanc
substrat (contenant uniguement 'OPD), a été imm@sur chaque plaque. Aprés une nuit
d’'incubation a 4°C, les puits ont été lavés 5 fdies Ac secondaires biotinylés (sérum
polyclonal d’Ac de lapin anti ILf murine et les Ac monoclonaux anti TNFxurin, anti IL-

10 murine et anti IL-6 murine) ont été dilués a@¢gdml dans du PBS — 0,1 % de BSA. IIs ont
alors été distribués sous 100 ul/puits et laisse@atTA. Aprés 5 lavages, 100 ul/puits de Av-
HRP (1/5000 en PBS - 0,1 % de BSA) ont été appiqueur 1 h a TA, et a I'obscurité.
Aprés 6 lavages, 'OPD Sigma Fast été ajouté sous 100 pl/puits. La réaction celerété
développée pendant 30 min a I'obscurité, puis @ergiar ajout de 100 pl/puits ¢EO,
0,1 M. L’absorbance a été lue contre le blanc sahs& 490 nm avec un lecteur de

microplaques.

8. Immunoempreinte

Les M@ E-Clone ont été distribués sous 1 ml deemjlidans des plaques de culture de
12 puits stériles (TPP) & raison de 1 X ¢puits. Les plaques ont été placées dans I'é&uve
37°C pendant 6 h pour laisser les cellules adhd&mmes élimination de 700 pl de milieu de
culture, les réactifs, dilués en milieu de cultuogt été ajoutés sous 300 pl (volume
réactionnel final de 600 pl). Différents types deieux ont été utilisés. Pour I'analyse des
surnageants, les cellules ont été cultivées erundans serum (OPTI-MEM, Gibco). Lorsque
les cellules ont été stimulées par du LPS, du SE¥ a@jouté (concentration finale 1 % [v/V]).
Lorsque seuls les lysats ont été analysés, leslezlont été cultivées en milieu RPMI
complet.

Les surnageants ont été récupéres et centrifugéa & 1100 tr/min, a 4°C. En parallele, les
préparations cellulaires ont été lysées a 4°C perglamin avec 150 pl/puits de PBS avec Ca
et Mg (PBS) additionné de 1 % (v/v) de Triton X-100 et d'iblteurs de protéases. Les
lysats ont été récupérés et centrifugés 5 min ®AH0min, a 4°C. Lysats et surnageants ont
éeté mélangés avec du mix 4 X (Tris 125 mM, glyc@®l% [v/v], SDS 4 % [p/v], bleu de
Bromophénol), puis ebouillantés pendant 10 min. rPta migration, des quantités

équivalentes de cellules (75000 cellules/ligne)éaiatdéposées. Ainsi, 15 ul de lysat ou 60 pl
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de surnageant ont été déposeés sur gel de polyatdda 12 %. Apres migration (a ampérage
constant de 30 mA), le transfert sur membrane dgvipyldifluorylene (PVDF) a été
effectué une nuit durant a voltage constant (veltagximal et ampérage a 70 mA), dans des
conditions d'immersion totale (tampon glycine 190MnTris 25 mM, méthanol 20 % [v /V]).
Apres saturation des membranes avec un tamposetits (TBS) additionné de poudre de lait
ecrémé (5 % [p/v]) pendant 30 min, I'llBla été révélée par 1 h d’incubation avec le sérum
polyclonal d’Ac biotinylés de chévre anti IlBImurine (dilué au 1/508° dans du TBS -
0,5 % BSA). L'Av-HRP (1/1500t"dans du TBS - 0,5 % BSA) a alors été appliquéer Pou
mettre en évidence [g-actine, les membranes ont été mises en présentacdde souris
couplé & I'HRP (1/1000"dans du TBS - 0,5 % BSA). Chacune de ces étapessaigie de 3
lavages (10 min dans du TBS - 0,1 % Tween 20). EBtedlion a été réalisée apres
développement d’'une réaction de chimiluminescercejncubant les membranes avec le
réactif ECL® (Amersham) pendant 2 min puis exposition et démsment de films

photosensibles (Amersham).

9. Dosage des nitrites par la méthode de Griess

Aprés adhésion des cellules (5 X &fpuits en plaques 24 puits) en milieu RPMI cornpte
aprés traitements, 100 pl de surnageants ont étésférés dans des plaques 96 puits
PolySorp™ (Nunc). Le réactif de Griess (solutiormposée de naphtyléthylenediamine
[solution aqueuse a 1 mg/ml] et de sulfanilamid@ rfig/ml dissout dans 'O, a 5 %] a
parties égales), préparé extemporanément, a eéwutéajsous 100 pl/puits. Aprés
développement de la réaction pendant 10 min adiaiit®, I'absorbance a été lue a 550 nm
avec un lecteur de microplagues (Molecular Devides)juantité de nitrites a été déterminée

par rapport a une gamme étalon de NaliCa 100 uM) traitée de la méme facon.

10. Statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne + dégpet-de trois déterminations, et sont
représentatifs d’'une expérience indépendante. Ghagpérience a été realisée trois fois.
L’analyse statistique a été menée avec le testudest non apparié bilatéral. Une valeur de
p< 0,05 a été considérée comme significatiye €t une valeur dg< 0,005 comme trés
significative ¢).
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RESULTATS



1. Evaluation de I'aptitude des cellules MAMI et de M@ E-clone a sécréter
de I'lL-1p

Deux modeles d’induction de la sécrétion d’Ig-@nt été expérimentés. L'un d’entre eux
repose sur la mise en ceuvre successive de de@tégade signaux. Le LPS, ligand du TLRA4,
a été retenu comme motif microbien, pour assursyidhése de pro-ILfL; 'ATP constitue

le signal requis pour déclencher le clivage dertalp-1p en IL-13 ainsi que la sécrétion de
cette derniere [3]. Le TNE; cytokine connue pour induire la synthése de prfl [4], a
également été employé comme premier signal. Lenseawodele considere I'aptitude des
cellules a répondre a une stimulation unique. Ldavnod, ligand du TLR7 notamment, est
capable de soutenir chacune des étapes requisecarition d’IL-B, et a donc été employé
seul [6].

Ces modeles ont été appliqués a deux lignées aiedlsl Les macrophages E-clone ont été
obtenus a partir de la lignée de M@ murins J-7#lasbase de I'expression du RM [246].
Les cellules MAMI sont issues de co-culture de M@ mdicroglie et de fibroblastes. Ces
lignées cellulaires expriment toutes deux le RMr &#eurs, elles proliferent de maniére
modérée. En effet, le nombre de cellules n’estquagnenté aprés transfert et culture (24 h)
dans des plaques, pour I'une ou l'autre de cegdéignll n’en va pas de méme pour d’autres
lignées, telles que les cellules J-774 ou les M@ARfobservations non montrées). Cette
caractéristique permet de mieux appréhender letsede drogues sur la viabilité cellulaire ou

sur la sécrétion de cytokines.

Avant d'étudier la capacité des extraits de Gunduire la sécrétion de cytokines, et en
particulier d’lIL-18, sur ces modeles cellulaires, nous nous sommeséasde leur validité

dans ce contexte.

1.1. Les M@ E-clone et les cellules MAMI sécreterde I'lL-1 p en réponse aux
stimulations par le LPS puis par 'ATP

Pour déterminer I'aptitude des M@ E-clone a sécrédeel’lL-18 en réponse a la stimulation
par le LPS puis par 'ATP, ces cellules ont étéawisn culture dans des plagues pendant
24 h, puis stimulées par des concentrations cmissale LPS lors des 4 dernieres heures de

culture, puis stimulées ou non par de 'ATP. Condgerit dans la littérature, le LPS seul ne
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suffit pas a la sécrétion de cette cytokine (F&p)l En présence d’ATP, la sécrétion est
maximale pour 1000 ng/ml de LPS, toutefois 100 hggoffisent a induire une sécrétion
significative. Par ailleurs, la viabilité et/ou aite métabolique des M@ E-clone tend a étre
augmentée par le LPS (Fig. 13b). L’éventualité d'sgcrétion passive secondaire a une lyse
cellulaire par pyroptose a été écartée, la libénatie LDH n’étant pas augmentée, quelle que

soit la concentration de LPS appliquée, et ce éagmce ou en absence d’ATP (Fig. 13c).

De nombreuses études explorant la sécrétion gllenploient maintenant I'ATP a la
concentration de 5 mM [211, 226, 247, 248]. La camgson des sécrétions induites par
'ATP a 1 ou a 5 mM montre que la concentratioriildeM s’avere étre la plus adaptée pour
le modéle E-clone, la sécrétion étant extrémeméhite a 5 mM (Fig. 13d). La plus forte
sécrétion observée avec 1 mM d’ATP n’est pas setond une fuite passive des cellules, la
libération de LDH n’étant que faiblement amplifi@ecette concentration par rapport aux

autres conditions (Fig. 13e).

Le LPS est décrit comme conduisant a la synthes& l&ccumulation intracellulaire de
pro-IL-18. Comme précédemment indiqué, la conversion derdallplp en IL-13 est
principalement assurée par la caspase-1, et l&iv de I'lL-13 est rapidement suivie de la
sécrétion de cette derniére dans le milieu. L’AKBazellulaire est communément employé
pour soutenir a la fois I'activation de la caspasansi que la sécrétion d’ILB13]. Ainsi, la
sécrétion d’IL-B déclenchée par une stimulation par de 'ATP, ssgige a celle par du LPS,
devrait étre accompagnée d'une chute de la quartite-1p présente au niveau
intracellulaire. Or, lorsque les M@ E-clone sorduibés en présence de LPS puis stimulés par
'ATP, une augmentation significative des quantidéspro-IL-3 et/ou d’IL-1B est mise en
evidence au niveau intracellulaire en ELISA (les @mployés pour le dosage ELISA
reconnaissent les deux formes, précurseur et matereette cytokine) (Fig. 13f). De maniére
inexpliguée, une telle augmentation n'a pas pu @étige en évidence aprés analyse par
immuno-empreinte. L'analyse par immuno-empreintentreoque la stimulation par le LPS
induit la synthese de pro-ILB1(35 kDa), mise en évidence dans les lysats, saed'id-13

ne puisse étre détectée dans les surnageantsuedi8dP est ajouté, le précurseur est clivé

et la forme mature (17 kDa) devient détectable dmssrnageant (Fig. 13h).

Plusieurs études ont montré que la sécrétion diilpdr des macrophages murins dérivés de

moelle osseuse (BMDMs) peut s’accompagner d’uréditon de structures vésiculaires dans
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le milieu, dans lesquelles est contenue de IBLDe telles vésicules peuvent provenir soit du
bourgeonnement de la membrane plasmique [237, 288}, de la fusion de corps
multivésiculaires avec cette derniére (les corpdtimésiculaires contiennent des vésicules
appelées exosomes) [239]. Le déclenchement deetesrdécanismes de sécrétion dépend
d’un signal généré par la stimulation par I'ATP.

Pour explorer lI'implication de vésicules membraesidans lesquelles serait contenue de
l'IL-1 B, les surnageants de cellules stimulées par du (B8 ng/ml, 4 h) puis de I'ATP
(2 mM, 30 derniéres min) ont été lysés et les qtéentl'IL-13 présentes dans ceux-ci ont été
comparées a celles présentes dans les surnageanttysés. Apres un tel traitement, la
quantité d’lIL-13 n’est pas différente entre les surnageants lysésom. Ceci suggere que,
pour les M@ E-clone, la contribution de la libévatde vésicules contenant de I'liB-tlans le
milieu serait négligeable par rapport a celle desent dosable, et donc sécrétée sans étre

contenue dans des vésicules (Fig. 13g).
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Figure 13. Les M@ E-clone sécretent de I'IL-f en réponse aux stimulations par le LPS puis 'ATPLes
cellules ont été distribuées dans des plaques i#st gnus 500 ul (5 x f@ellules/puits [a et c-g]), ou dans des
plaques 96 puits sous 100 ul (2 ¥ tellules/puits [b]) et cultivées pendant 20 heElbnt alors été traitées par
des concentrations croissantes de LPS (1 a 100@)ngéndant 4 h, puis (a-c) brievement stimuléesiau par
de I'ATP (30 dernieres min, 1 mM). Alternativemené¢s cellules ont été incubées en présence de LPS
(100 ng/ml, 4 h), associé ou non a de 'ATP (3thaees min) appliqué soita 1 mM (f et g), soit aul5 mM (d

et e). L'implication de la libération de vésiculdans la sécrétion d’ILfla été explorée (g) en lysant les
surnageants (Triton x-100 a 0.1 % final) apres wton des cellules par du LPS (100 ng/ml, 4 hiis par
'ATP (1 mM, 30 dernieres min). Les volumes réactiels finals étaient de 1000 pl (a, c-g) ou de [20(D).
L'IL-1 B a été dosée dans les surnageants (a-d et g),dusien (g), ou les lysats (f) par la méthode ELISA
L'activité métabolique/et ou viabilité cellulaire &é évaluée par la technique du MTS (b). Les tatsubont
exprimés en pourcentage de l'activité métaboliqediulaire du contréle. La LDH a été dosée dans les
surnageants et les lysats (c et e) ; la LDH lib&@steexprimée en pourcentage de la LDH totale,eldsés les
surnageants et les lysats, pour une condition donhés résultats sont représentatifs d’'une expggien
indépendante (m + SD, n=3) réalisée trois fois.rPoumuno-empreinte (h), les cellules ont été dlisiées dans
des plaques 12 puits sous 1 ml (1 X d@llules/puits). Aprés adhésion des cellules qupsti et élimination de
700 ul de surnageant, les réactifs (préparés eaurgbmplet) ont été ajoutés sous 300 pl (volunaetiénnel
final de 600 pl). Les cellules ont été traitéesnpon (Ctl), par du LPS (1000 ng/ml, 4 h [L]), erégence ou en
absence d’ATP (1 mM, 30 derniéres min [A]). Lesalgset les surnageants ont alors été analysés:-1R'IL
recombinante (IL-1) a été incorporée parmi les atihans déposés. Les résultats sont représentdtifse
expérience indépendante réalisée trois fois.
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D’autre part, de récents travaux ont montré quENE-a. peut soutenir I'activation du facteur
NF-«B, induisant la synthése de pro-IB;1puis la sécrétion d’'IL{1 en réponse a une
stimulation ultérieure par I'ATP [4, 5]. L'aptituddu TNFeo a induire la synthese de
pro-IL-1p a été explorée en stimulant les M@ E-clone parlN&-a (10 ng/ml) pendant des
temps croissants, associé ou non a de I'ATP. ladiion d’IL-13 a ensuite été mesurée. Une
faible sécrétion d’IL-f est effectivement induite apres 24 h de stimutagiar cette cytokine,
en présence d’ATP (Fig. 14). Cette quantité edefois modeste lorsqu’elle est comparée a
celle obtenue aprés stimulations par le LPS pAiSP.

1000 1 —e— Avec ATP

—O— Sans ATP

500 -

Il-1b sécrétée (pg/ml)

0 5 10 15 20 25
Temps (h)

Figure 14. Induction de la sécrétion d’'IL-1B aprés stimulation des M@ E-clone par le TNFe puis I'ATP.

Les M@ E-clone ont été stimulés par du TMEL0 ng/ml), pendant des temps croissants (0 & 24 Iprésence

ou en absence d’ATP (1 mM, 30 derniéres min). LIla été dosée dans les surnageants par la méthode
ELISA. Les résultats sont représentatifs d’une @rpée (m + SD, n=3) réalisée une fois.

Les cellules MAMI ont été traitées de maniere agadoaux M@ E-clone (Fig. 13). Comme
les M@ E-clone, elles sont capables de sécrétéilde f en réponse aux stimulations par le
LPS puis I'ATP. De plus, elles semblent plus sdesilau LPS, la plus faible concentration de

LPS utilisée (1 ng/ml) conduisant a une sécrétiamimale de cette cytokine (Fig. 15a).

Par ailleurs, 'absence d’augmentation de la qténfiL-1 dosée dans les surnageants aprés
leur lyse (Triton X-100 a concentration finale @), indique que la sécrétion d’ILBJpar les
cellules MAMI ne ferait pas intervenir de libératiade vésicules dans lesquelles serait

contenue cette cytokine, et ce tout du moins entiféa appréciables (Fig. 15b).
En outre, 'augmentation mise en évidence au nivdesl M@ E-clone, de la quantité de

pro-IL-1B ou d’IL-1 présente au niveau cytosolique apres stimulatane LPS et 'ATP

n’est pas retrouvée au niveau des cellules MAMJ.(EbC).
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Figure 15. Les cellules MAMI sécrétent de I'lL-P en réponse aux stimulations par le LPS puis I'ATPLes
cellules ont été traitées soit par des concentrativoissantes de LPS (1 a 1000 ng/ml [a]), saitlpa@ ng/ml de
LPS (b et c), pendant 4 h, en présence ou en absBATP (30 derniéres min, 1 mM). L'implication da
libération de vésicules dans la sécrétion d’fL{b) a été explorée en lysant les surnageantso(irnt100 a
0.1 % final) apres stimulation des cellules parldRE (100 ng/ml, 4 h), puis par I'ATP (1 mM, 30 dénes
min). L'IL-1p a été dosée dans les surnageants (a), lysés o(chasu dans les lysats cellulaires (c) par la
méthode ELISA. Les résultats sont représentatifisel’expérience indépendante (m + SD, n=3) réatiade
fois.

1.2. Les M@ E-clone, mais non les cellules MAMI s&gtent de I'lL-1 en réponse

a la stimulation par 'imiquimod

L’aptitude des M@ E-clone a induire la sécrétiolLel 3 en réponse a une seule stimulation a
été explorée grace a l'imiguimod. Comme précédemrmbservé [6], et bien que I'ATP
amplifie la sécrétion d’IL-, I'imiquimod seul (100 uM, 24 h) soutient effe@ment cette
sécrétion (Fig. 16a). En outre, la modeste augrtientale la libération de LDH dans le
milieu suggere que cette sécrétion ne serait pasadune libération passive du contenu
cellulaire dans le milieu (Fig. 16b). De plus, algue I'activité métabolique et/ou viabilité
cellulaire reste comparable a celle du contrbleéspstimulation de ces cellules par
limiquimod, le nombre de cellules excluant le bletypan diminue dés 10 uM (Fig. 16c et
d). L'apparente préservation de I'activité métadpodi, alors que le nombre de cellules viables
diminue, indique une augmentation de l'activité abélique des cellules persistantes induite
par 'imiquimod.

D’autre part, la production de dérivés nitrés emnges quantités par les phagocytes
mononucléés repose principalement sur l'inductiomnel iINOS. L’accumulation de ces
dérivés au niveau extracellulaire, décelable appéslques heures de stimulation, a été
évaluée aprés 24 h de traitement par I'imiquimod (®1). Une production de ces dérivés
nitrés est effectivement détectable dés 24 h,telasntage accrue apres 48 h de traitement
(Fig. 16e). L'intensité de cette sécrétion est caraple a celle obtenue avec le LPS (24 h de
stimulation) (Fig. 16f). Les libérations de dériv@isrés induites par I'imiquimod ou le LPS
sont toutes deux bloquées en présence de L-NMMAnhibiteur de la iINOS (Fig. 169 et h),

indiguant que cette derniere serait principalemesponsable de la production de ces dérivés.
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Figure 16. Les M@ E-clone sécretent de I'lL-g et des dérivés nitrés en réponse a la stimulatiopar
l'imiquimod. Les M@ E-clone ont été traités par des concenfratcroissantes d’'imiquimod (10 & 100 pM [a-e
et g]), pendant 24 h (a-e) ou 48 h (e et g) oucpatPS (1000 ng/ml), pendant 24 h (f) ou 48 h (hgten
présence ou en absence d’ATP (30 dernieres mirMi Janet b]). Le L-NMMA (100 puM final) a été ajouté
30 min avant les stimulations par le LPS ou l'inimad et maintenu pendant toute la durée de cellgget h).
L’IL-1 B a été dosée dans les surnageants par la méthd8A E). La LDH a été dosée dans les surnageants et
les lysats (b). La LDH libérée est exprimée en pentage de la LDH totale, dosée dans les surnageaies
lysats, pour une condition donnée. L’activité métaue et/ou viabilité cellulaire a été évaluée laatechnique
du MTS (c). Les résultats sont exprimés en pouaggnide l'activité métabolique cellulaire du corardlLes
cellules excluant le bleu Trypan (Cell bT -) oné éi&nombrées au microscope aprés avoir été déemche
support (cf matériel et méthodes) (d), puis expesén pourcentage du contrdle. Les dérivés nitreété dosés
par la méthode de Griess (e-h). Les résultats repmésentatifs d’'une expérience indépendante (b tnS3)
réalisée trois fois.
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Concernant les cellules MAMI, la stimulation paimiquimod ne permet pas d’induire la
sécrétion d’IL-B, et ce en présence ou en absence d’ATP (FigDE#).etudes par immuno-
empreinte montrent que les cellules MAMI n'exprimgras le TLR7, alors que les M@

E-clone I'expriment (étude réalisée avec Mr le Ddal).

1000 4 —o0— Sans ATP
—e— Avec ATP

500 -

II-1b sécrétée (pg/ml)

J/g>&
0 — ; : \
0 1 10 100
[Imiquimod] (uM)

Figure 17. Les cellules MAMI ne peuvent pas sécrated’'IL-1 B en réponse a la stimulation par
'imiquimod . Les cellules ont été traitées par de I'imiquin{ddou 50 uM) pendant 18 h, en présence ou en
absence d’ATP (30 derniéres min, 1 mM). L'IB-& été dosée dans les surnageants, par la méthé8a.E es
résultats sont représentatifs d’'une expériencepieinidante (m + SD, n=3) réalisée trois fois.

Considérées dans leur ensemble, ces expériencasemtogue les M@ E-clone sécrétent de
lIL-1 B lorsqu’ils sont stimulés soit par du LPS puis ‘@9 P, soit par de I'imiquimod. Les
cellules MAMI peuvent sécréter cette cytokine larstles sont stimulées par du LPS puis de
'ATP, mais pas par I'imiquimod.

Ces deux modeles peuvent donc étre employés dandd’ de I'aptitude des extraits de Gui a

promouvoir la synthese et/ou la sécrétion d’f.-1

2. Etude de l'aptitude des VAFs a induire les synéses et/ou sécrétions
d’'IL-1 p et de TNFwa,

2.1. Evaluation de I'induction des sécrétions d’IL1f et de TNFw en réponse a des

incubations prolongées en présence de VAFs

Pour étudier la capacité des VAFs a promouvoisésétions d’IL-$ et de TNFe, les MJ
E-clone ainsi que les cellules MAMI ont été ingiadent stimulés par des concentrations

croissantes de VAFs pendant 24 h.

Aucune sécrétion d’'IL{1 n’a pu étre mise en évidence lorsque les cellMéd/l ont été

stimulées dans ces conditions par les VAFs (Fig-d8 Il n’en va pas de méme pour le
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TNF-0. En effet, une sécrétion de TNFest significativement induite par le VAFM et le
VAFQ, respectivement aux concentrations de 50 et ddgml. Utilisé a 500 pg/ml, le VAFP
induit également une sécrétion de cette cytokinee @le fagcon moins intense que lorsque les

deux autres VAFs sont utilisés a cette méme coratéott (Fig. 18c-e).

L’aptitude de ces cellules a réduire le MTS, qtiete I'activité métabolique et/ou la viabilité
cellulaire, est fortement diminuée lorsqu’elles tsoultivées en présence de 500 pg/ml de
VAFM ou de VAFQ. Toutefois, pour ces deux extraitse parameétre n’est pas
significativement diminué (par rapport au control®rsqu’ils sont utilisés a des
concentrations allant jusqu'a 150 pg/ml. Quant adiFN, méme lorsqu’il est utilisé a
500 ug/ml, il ne diminue pas significativement tigité métabolique et/ou la viabilité de ces
cellules (Fig. 18f-h).
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Figure 18. Les cellules MAMI sécrétent du TNFe. mais non de I'lL-1p aprés traitement prolongé par les
VAFs. Aprés 4 h de culture dans les puits, les cellalgstté stimulées 24 h par les VAFs aux concentratde

50, 150 ou 500 pg/ml. L'IL{1 (a-c) et le TNFa (d-f) ont été dosés dans les surnageants parttzode ELISA.
L'activité métabolique et/ou viabilité a été évatygar la technique du MTS (g-i). Les résultats sxptrimés en
pourcentage de I'activitté métabolique du contrOles résultats sont représentatifs d’'une expérience
indépendante (m £ SD, n=3) réalisée une (d-f) ois fois.
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Ainsi, un traitement de 24 h par les VAFs induitdécrétion de TNIe; mais non celle
d’'IL-1p chez les cellules MAMI.

Il n'en va pas de méme lorsque les M@ E-clone gaméillement incubés en présence de
VAFs pendant 24 h.

Effectivement, bien gu’elle reste modérée par rdppocelle induite par I'imiquimod a
100 uM (Fig. 16a), une libération d’lILBlest mise en évidence en présence de 150 et
500 pg/ml de VAFQ ou 500 pg/ml de VAFM (Fig. 19bcgt Le VAFP quant a lui n’induit
pas de sécrétion de cette cytokine, quelle qudasotncentration utilisée (Fig. 19a).

Pour déterminer la nature de la forme d’'lkgécrétée dans ces conditions, les surnageants de
culture ont été analysés par immuno-empreinte (Ed). Les résultats montrent que
limiquimod induit la sécrétion d’IL-g clivée, qui migre au méme niveau que ['IB-1
recombinante (17 kDa). Les VAFM et VAFQ induisemsdsécrétions d’'une forme clivée
d’IL-1B, qui cependant ne migre pas au méme niveau quetéine recombinante, indiquant
gu’elle serait d’'un poids moléculaire inférieur.aCsuggére que la pro-ILBlpourrait étre
activée selon des mécanismes distincts par I'imaqui ou les VAFM et VAFQ.

Ainsi, la stimulation des M@ E-clone, par ces coniions de VAFQ ou VAFM, pourrait
soutenir a la fois la synthese de pro-I-Et I'activation et la sécrétion de I'lLB1 A ces
concentrations cytotoxiques, de grandes quantiéé$igdnds endogénes, dont 'ATP, sont
libérées dans le milieu extracellulaire. De tefgafids peuvent concourir a la synthése de

pro-IL-1pB puis a son clivage et a la sécrétion d’jk.-1

Dans les mémes conditions de stimulation, ces lesllsécretent du TN&- a partir de
150 pg/ml de VAFM et VAFQ, et 500 pg/ml de VAFP dFi9e-h). Cette sécrétion est
toutefois modeste en regard de celles induites gonse a l'imiquimod ou au LPS

notamment (Fig. 19h).

De méme, la sécrétion d’IL-6 est induite par lansiation par les VAFs. Lorsqu’il est

appligué a des concentrations cytotoxiques, le VARNUIt la plus forte sécrétion de cette
cytokine, en quantités comparables a celles inslpiée le LPS utilisé a 100 ng/ml (Fig. 19i-).
Le traitement par les VAFs, méme aux concentrataytstoxiques, n’'induit pas la sécrétion
d’IL-10 (Fig. 19m-p).
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Figure 19. Les M@ E-clone sécretent de I'lL-g, de I'lL-6 et du TNF-a mais non de I'IlL-10 aprés
traitement prolongé par les VAFs.Les cellules ont été traitées par des concentatooissantes de VAFs (50
a 500 pg/ml) pendant 24 h (a-c, e-g, i-k, et mea)(h) par de I'imiquimod (50 uM, 24 h) ou (h, I@tdu LPS
(100 [l et p] ou 1000 [h] ng/ml, 4 derniéres heudesstimulation). L'IL-B (a-c), le TNFe (e-h), I'lL-6 (i-]) ou
'IL-10 (m-p) ont été dosés dans les surnageantdgpméthode ELISA. Les résultats sont représdatdtune
expérience indépendante (m + SD, n=3) réalisée @guxou trois fois.

Pour l'immuno-empreinte (d), les cellules ont été&stribuées dans des plaques plts sous Inl

(1 x 10° cellules/puits). Aprés adhésion des cellules awstpet élimination du 700 pl de surnageant, les
réactifs (préparés en milieu de culture, suppléétald 2 % de SVF) ont été ajoutés sous 300 pl (v@lum
réactionnel final de 600 pl). Les cellules ont €#étées, ou non (Ctle), par les VAFs (50¢/ml, 24h [P, M et
Q]), limiquimod (100uM, 24h [Imiq]) ou le LPS (100t¢g/ml, 4 dernieres heures de I'épreuve). L'Ig-1
recombinante (IL-1) a été ajoutée lors de I'analges surnageants de culture. Les résultats sorésemtatifs
d’une expérience indépendante réalisée trois fois.
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En parallele, la sensibilité des M@ E-clone aux 8AFeété étudiée. Pour cela, trois méthodes
complémentaires d’étude de la viabilité cellularg été employées : la mesure de l'activité
métabolique et/ou viabilité cellulaires (réductiun MTS), I'évaluation de I'effet cytotoxique
(libération de LDH dans le surnageant) et le dérmremient cellulaire.

Comme indiqué par I'étude de la réduction du MT8&ctivité métabolique et/ou viabilité
cellulaire est diminuée dés la concentration 150nide VAFM et VAFQ, et 500 ug/ml de
VAFP (Fig. 20a-c). A 500 pg/ml, le VAFQ exerce léugp forte inhibition de I'activité
meétabolique, tandis que celle exercée par le VABPIa plus réduite. La diminution de
'activité métabolique induite par le VAFM est imeediaire entre celles induites par le
VAFQ et le VAFP.

Une libération de LDH apparait dés 150 ug/ml de QAdu de VAFM, mais seulement a la
plus forte concentration de VAFP testée, a sav@ir bg/ml (Fig. 20d-f).

D’autre part, alors que le nombre de cellules extiue bleu Trypan (cellules viables)
diminue dés 150 pg/ml de VAFQ ou VAFM, le VAFP ri&gdfte pas ce parametre (Fig. 20g-i).
L’augmentation de la libération de LDH et les diations de I'activité métabolique et du
nombre de cellules viables (qui excluent le bleyp@n) observées aux fortes concentrations
de VAFs, suggerent que les VAFM et VAFQ disposeattid/ités cytotoxiques vis-a-vis des
M@ E-clone. Pourtant, il est remarquable que lerpentage de cellules mortes (incorporant
le bleu Trypan) n'augmente pas a ces concentratiéigs 20j-1). Ceci pourrait provenir du

fait que les cellules mortes ont été phagocytéesinsi €liminées par leurs voisines saines.

En considérant les résultats de ces trois approdrasparait que la viabilité des M@ E-clone
n'est pas diminuée par des concentrations de VAFBega de 500 pug/ml, et de 150 pg/ml
pour les VAFQ et VAFM.

Par ailleurs, l'activité cytotoxique du VAFQ est [dus intense. Celle du VAFM est
également manifeste, mais toutefois moindre quie aith VAFQ. Le VAFP dispose de
I'activité cytotoxique la plus réduite.

Parmi les substances contenues dans les VAFsrogsébés cytotoxiques ont été rapportées
pour les MLs et les VTs [11, 61]. Cependant, letivités de ces substances different. Les
MLs induisent une mort de type apoptotique, apres 2le traitement. L'action des VTs est
beaucoup plus rapide et conduit a une mort dengpeotique.

La diminution du nombre de cellules excluant leublerypan induite par les plus fortes
concentrations de VAFM coincide avec la quantitd_Bél libérée dans le milieu dans ces

mémes conditions. Ceci suggére que le VAFM indulsamort des M@ E-clone par nécrose.
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Dans une certaine mesure, un raisonnement simiggorarait étre appliqué pour rendre
compte de l'activité cytotoxique du VAFQ, la dimtiman du nombre de cellules qui excluent
le bleu Trypan excédant toutefois la quantité dédlibérée. Il peut donc étre proposé pour
ce dernier une combinaison d’activités cytotoxigqueposant sur la mise en ceuvre de mort a
la fois apres nécrose et apoptose. Seule une neadiesnution du nombre de cellules viables

est mise en évidence pour le VAFP, ainsi qu’unielédibération de LDH.
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Figure 20. Mise en évidence aprés traitements pralgés par les VAFs des activités cytotoxiques
développées au niveau des M@ E-clonkes cellules ont été stimulées 24 h par les VABsancentrations de
50, 150 ou 500 pg/ml. L'activité métabolique etidabilité cellulaire a ensuite été évaluée parelzhhique du
MTS (a-c). Les résultats sont exprimés en pourgentie I'activité métabolique du contrble. La LDidté dosée
dans les lysats et dans les surnageants (d-f).Md libérée est exprimée en pourcentage de la LDBlep
dosée dans les surnageants et les lysats, pouwromagion donnée. Les cellules excluant le bleupary (Cell

bT -) ont été dénombrées au microscope (g-i), Exigrimées en pourcentage du contrdle. Les cellules
incorporant le bleu Trypan (Cell bT +) ont été d@boces pareillement, et exprimées en pourcentagehbre
total de cellules (j-1). Les résultats sont repnéatfs d'une expérience indépendante (m + SD, mé8lisée trois
fois.
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La faible libération de LDH observée aux faibles@antrations de VAFs suggere que la mort
des cellules ne serait pas associée a une attirtatégrité de la membrane cellulaire. Aux
plus fortes concentrations, 'augmentation de b&ration de LDH témoigne d’une lyse des
cellules avec libération de leur contenu dans lkeemiC’est dans ces conditions-ci que des

libérations d’IL-13, d’IL-6 et de TNFe induites par les VAFs ont été observeées.

2.2. Des traitements prolongés par des concentratis sub-cytotoxiques de VAFs

ne conduisent pas a la sécrétion d’IL{L

Alors que la sécrétion de TNEk-est assurée par les M@ E-clone et les cellules MAM
'induction de la sécrétion d’'IL{1par les VAFs n’apparait, pour les M@ E-clone nrais les
cellules MAMI, que pour des concentrations induisame diminution de la viabilité de ces
cellules, et en particulier affectant leur intégrimembranaire (comme en témoigne la
libération de LDH). La lyse cellulaire ayant lieargs ces conditions, permet la libération de
ligands endogénes des récepteurs de motif, liggadsont normalement retenus au niveau
intracellulaire. Parmi ceux-ci, figurent des ligandes TLRs, comme par exemple la protéine
HMGBL1, qui sont capables d’'induire la synthése aelp-1p au niveau intracellulaire, apres
activation du facteur de transcription KB- D’autres peuvent induire le clivage de la
pro-IL-1p et la sécrétion de I'lLfi, apres avoir activé I'inflammasome de type NLRE&s
cristaux d’urates, libérés par les cellules mogias nécroses, constituent de tels ligands.
L’ATP en fait également partie et est largement leygen tant qu’inducteur de I'activation
et de la sécrétion de I'lLfldans les études in vitro.

Dans l'éventualité ou les VAFs seraient a mémeddiire la synthése de pro-Il31alors
'ajout d’ATP devrait amplifier la sécrétion d’lLgLobservée en réponse aux concentrations
sub-cytotoxiques de VAFs.

Pour étudier ceci, les cellules ont été stimuléesdpnt 24 h par les VAFs, puis 'ATP

(2 mM) a été ajouté lors des 30 dernieres min@waduve (Fig. 21a).
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Les expériences realisées avec les cellules MARBIburent que la présence d’ATP ne permet

aucune amplification de la sécrétion d’IB-ihduite par les VAFs (Fig. 21b-d).
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Figure 21. Sécrétion d’IL-1p par les cellules MAMI traitées par les VAFs et I'ATP. Les cellules ont été
traitées, 4 h aprés avoir été mises en culturepéa)des concentrations croissantes de VAFs (50, 150
500 pg/ml) pendant 24 h, en présence ou en abset® (30 dernieres min, 1 mM). L’ILfia été dosée dans
les surnageants par la méthode ELISA (b-d). Ledlta#s sont représentatifs d'une expérience inddgpete (m
+ SD, n=3) réalisée trois fois.

De méme, I'ajout I’ATP aux VAFs ne permet pas déker d’amplification de la sécrétion
d’'IL-1p induite par les VAFs, chez les M@ E-clone (Figa22. Cependant, I'analyse des
lysats par immuno-empreinte aprés traitement p&AEM utilisé aux concentrations de 50
ou 150 pg/ml, et dans une moindre mesure de 50@lugvele une induction de la synthese
de pro-IL-1B au niveau intracellulaire. Une telle inductionerpbique plus modeste, apparait

€galement aprés un traitement similaire par le VAFQ. 22d et e).
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F|gure 22. Sécrétion d'IL-1p par les M@ E-clone traités par les VAFs et 'ATP Les M@ E-clone ont été
traités (a-c)par des concentrations croissantééAdes (50, 150 et 500 ug/ml) pendant 24 h, en présemu en
absence d’ATP (30 derniéres min, 1 mM). L’IB-& été dosée dans les surnageants par la méthe84 Hles
résultats sont représentatifs d’'une expériencepieinidante (m + SD, n=3) réalisée trois fois.

Pour l'immuno-empreinte (d et e), les cellules @té distribuées dans des plaquespuis sous 1 mi

(1 x 106 cellules/puits). Aprés adhésion des cedluhu support et élimination de 700 ul de surndgdes
réactifs (préparés en milieu de culture, supplééteald 2 % de SVF) ont été ajoutés sous 300 pl (v@lum
réactionnel final de 600 pl). Les cellules onttéditées par différentes concentrations (50, 156@upg/ml) de
VAFM (d) ou de VAFQ (e) pendant 24 h, avec ou d9aPS. Les lysats cellulaires ont été analysés. éssltats
sont représentatifs d'une expérience indépendaatisée trois fois.

1 500

Il apparait donc que les extraits ne sont pas aptpsovoquer la sécrétion d’'ILB1la des
concentrations sub-cytotoxiques, et ce aussi boem @ modéle E-clone que pour le modéle
MAMI.

2.3. Les VAFs utilisés a concentrations sub-cytotayes ne peuvent induire la
sécrétion d’IL-1p, quelle que soit la durée de stimulation

Les résultats obtenus jusqu’ici indiquent que laré#on d’IL-13 survient aprés 24 h de
traitement par les VAFs, uniquement lorsqu’ils sagpliqués a des concentrations
cytotoxigues. Des travaux récents ont toutefoidigoé la complexité de la synthése et la
sécrétion de pro-ILfi et d’IL-1B. Celles-ci sont maximales lorsque les celluled s@itées

8 h avec du LPS, mais décroissent pour des duu@esisures [226]. Cette réalisation a alors
rendu nécessaire I'évaluation de I'aptitude des ¥ ARknduire une sécrétion d’lIL3Jpour des

durées de stimulation plus courtes.
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Des épreuves de stimulation avec mesure de laatibérd’IL-18 en cinétique ont donc été
menées avec les VAFs (150 ug/ml) ou le LPS, erepa&sou en absence d’ATP.

En absence d’ATP, aucune sécrétion d’'fL-f’apparait, quelles que soient les durées
d’application des VAFs ou du LPS (Fig. 23a et c®@uand I'ATP est ajouté en fin de
stimulation, une sécrétion d’ILBlapparait de maniere maximale apres 12 h d’'incobatn
présence de LPS. Des durées de stimulation supgsieanduisent a une diminution de cette
sécrétion (Fig. 23a). Au niveau intracellulaireackumulation de pro-ILf{IL-1p est
maximale a 12 h, puis décroit, en présence ou aengle d’ATP (Fig. 23b). Ainsi, les
guantités de pro-IL{¥/IL-1p décroissent lorsque la stimulation par le LPSwantenue plus
de 12 h, suggérant que cette cytokine serait dégrad niveau intracellulaire. Par ailleurs,
quelle que soit la durée d'application, les VAFsnduisent pas de sécrétion d'll3-1

(Fig. 23c-e).
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Figure 23. Les VAFs appliqués a concentrations subytotoxiques ne supportent pas la sécrétion d’ILfL
chez les M@ E-clone, quelle que soit la durée deirstlation. Les M@ E-clone ont été stimulés pendant

différents temps (0, 1, 4, 12 et 24 h) par les VAESO pg/ml [c—e]), ou le LPS (100 ng/ml [a et Kjuis
incubées ou non en présence d’ATP (1 mM, 30 mitll-1. a été dosée dans les surnageants (a et c-e)nsu da
les lysats (b) par la méthode ELISA. Les résulsatst représentatifs d’'une expérience indépendante ED,

n=3) réalisée trois fois.

La stimulation des M@ E-clone par le LPS puis 'ATBnduit donc a des synthéses et
sécrétion de pro-IL{1 et d’IL-1B respectivement, qui sont maximales apres 12 h de
traitement, puis décroissent. Quant aux VAFs, ipaapit que quel que soit le temps
d’incubation, ils ne peuvent supporter la sécrétidh-1, en présence ou en absence d’ATP.
Ainsi, quelles que soient les conditions de stirtioha considérées, les VAFs utilisés a
concentrations sub-cytotoxiques ne peuvent indairsécrétion d’IL-B, méme aprés ajout

d’ATP.
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3. Etude de l'aptitude des VAFs a moduler les sédiéns d’IL-1$ et de
TNF-a

Les résultats obtenus suggerent que les VAFs emplayoncentrations non cytotoxiques, ne
sont pas a méme d’assurer la sécrétion diLNous avons alors envisagé que si les VAFs ne
pouvaient pas conduire a une stimulation suffisaninr@ense pour mener a la synthése et
sécrétion de cette cytokine, ils pourraient en nexdia sécrétion provoquée par des stimuli
connus pour I'induire, comme la stimulation parleS puis I'ATP, ou encore celle par
limiquimod. Pour explorer cette éventualité, lesIME-clone ont été co-stimulés par des
concentrations croissantes de VAFs et soit de diuimod, soit du LPS puis de I'ATP.
L’imiquimod et le LPS ont été appliqués a des catregions stimulant la sécrétion d’IL31

de maniére sub-optimale, de sorte a se placer dassconditions ou une éventuelle

modulation de cette sécrétion serait induite paMAFs.

3.1. Un prétraitement par des concentrations sub-t¢gtoxiques de VAFP amplifie

la sécrétion d’IL-1p induite par les stimulations par le LPS puis 'ATP

Les M@ E-clone ont été traités pendant 24 h paicdasentrations croissantes de VAFs, puis
par du LPS ajouté a concentration sub-optimales(didres heures de traitement), et enfin par
de I'ATP (30 derniéres min). Une amplification desiécrétion de cette cytokine induite par le
LPS et 'ATP est alors apparue. Parmi les troiesyg’extraits étudiés, le VAFP s’avére avoir
I'effet le plus intense (Fig. 24a-c). Ainsi, unéatlation de la sécrétion d’'ILfLest mise en
evidence des la concentration de 5 pg d’extrait@dtte sécrétion est davantage amplifiée
lorsque cet extrait est employé a plus forte cotmaéan, et ce jusqu’a étre doublée a la
concentration de 150 pg/ml, déterminée comme stdiexique (Fig. 24a). En outre,
'augmentation de la libération de cette cytokimmslle milieu extracellulaire s’accompagne
d’'une diminution des formes (pro-ILBAL-1B) mises en évidence au niveau intracellulaire
(Fig. 24a). L’'analyse par immuno-empreinte confirque la quantité de pro-ILB1lprésente
au niveau intracellulaire est diminuée quand lelules sont prétraitées par le VAFP
(150 pg/ml), avant stimulations par le LPS puisTliA D’autre part, I'analyse des surnageants
montre que seule la forme clivee d'lB-lest sécrétée (Fig. 24c). Considérés dans leur
ensemble, ces éléments indiquent que la stimulgb@nle VAFP favorise la sécrétion
d’IL-1p, et suggerent que le mécanisme impliqué pourepibser sur une amplification de la

transformation de pro-ILfllintracellulaire en IL-f, qui serait alors sécrétee.
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Figure 24. Une pré-stimulation par des concentratios sub-cytotoxiques de VAFP amplifie la sécrétion
d’IL-1 g induite par la stimulation par le LPS et 'ATP. Les M@ E-clone ont été stimulés 24 h par le VAFP
(concentrations comprises entre 0,5 a 500 pug/md; gdu LPS (100 ng/ml, 4 heures finales) et les
30 derniéres min par de 'ATP 1 mM (a et b). L'IB-{a) et le TNFa (b) ont été dosés dans les surnageants par
la méthode ELISA, I'lL-B a également été dosée dans les lysats (a). Leltatéssont représentatifs d’'une
expérience indépendante (m + SD, n=3) réalisés fois.

Pour limmuno-empreinte (c), les cellules ont été&stribuées dans des plaques 12 puits sous 1 ml
(1 x 10 cellules/puits). Aprés adhésion des cellules appstt et élimination de 700 pl de surnageant, les
réactifs (préparés en milieu de culture, suppléteate 2 % de SVF]) ont été ajoutés sous 300 pl (velu
réactionnel final de 600 pl). Les cellules ont &#étées, ou non (Ctl), par le VAFP (150 pg/ml,i4le LPS
(100 ng/ml, 4 derniéres heures de I'épreuve), agsbciation du VAFP et du LPS (P/L). Les lysatdest
surnageants ont été analysés. Les résultats spésentatifs d'une expérience indépendante rédlisiésfois.

Le prétraitement des M@ E-clone par les VAFM indégialement une augmentation de la
sécrétion d’IL-B induite par les stimulations par le LPS puis I'A{Hg. 25a). Toutefois, un
tel effet est moins intense que celui du VAFP (aeigtation de la sécrétion d’ILBlde 50 %),

et napparait qu'a la concentration de 150 pg/miecédemment déterminée comme
cytotoxique. En outre, la diminution de la formerécellulaire d’'IL-13 est moins marquée
que dans le cas du VAFP. Enfin, le VAFQ ne montas d’amplification de la sécrétion
d’'IL-1pB induite par les stimulations par le LPS puis I'ATPig. 25¢). A 500 pg/ml, la
sécrétion d’IL-B est méme diminuée, vraisemblablement de manigreécative a I'activité
cytotoxique de cet extrait employé a cette conediotn.

Par ailleurs, dans ces mémes conditions, si legétsgits de TNFe: induites par le LPS restent
inchangées par une pré-stimulation par de faibtexentrations de VAFs, elles diminuent
significativement lorsque les VAFs sont employé&s5@ pug/ml ou davantage (Fig. 24b et 25b
et d).
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Figure 25. Modulation, par les VAFM et VAFQ, de lasécrétion d’IL-1R induite par le LPS et 'ATP. Les

M@ E-clone ont été stimulés 24 h par le VAFM (dkbu (c et d) le VAFQ (concentrations compriseisee,5

a 500 pg/ml), par du LPS (100 ng/ml, 4 heures dispét les 30 derniéres min par de I'ATP 1 mM. INFTo. (b

et d) a été dosé dans les surnageants par la neéid8A, I'lL-1p a été dosée dans les surnageants et les lysats
(a et c). Les résultats sont représentatifs d'wp&gence indépendante (m + SD, n=3) réalisée foiss

Ainsi, la sécrétion d’IL-B induite par une stimulation par le LPS et une ér&¥mulation par
'ATP est amplifiée par la pré-incubation en présede VAFP ou de VAFM appliqués a la
concentration de 150 pg/ml. L'effet exercé par BFP est plus intense que celui du VAFM.
De plus, la concentration a laquelle il apparait ®b-cytotoxique pour le VAFP, tandis
gu’une cytotoxicité est mise en évidence pour I&FWA La sécrétion de TNE-induite par le

LPS n’est pas amplifiée par les VAFs.

3.1.1. Détermination des conditions optimales densilation par des concentrations sub-
cytotoxiques de VAFP et par le LPS et 'ATP

Les résultats précédents indiquent que, parmi |a&sVtestés, le VAFP utilisé & une
concentration sub-cytotoxique (150 pg/ml), seradluic qui disposerait de ['activité
modulatrice la plus pronocée, se traduisant par amglification de la sécrétion d’ILBL
lorsque les M@ E-clone sont stimulés de maniéreagiionale par le LPS puis I'ATP.
L’optimisation des conditions de stimulation vae&éterminée pour ce VAFP.
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3.1.1.1. Détermination du temps de prétraitemecesgaire pour que le VAFP amplifie la
sécrétion d’IL-P induite par le LPS et 'ATP

Les M@ E-clone ont été mis en culture puis stimyéadant des temps variables par le
VAFP avant de I'étre par le LPS (4 h) puis 'ATRO(@ernieres min), tel que présenté dans le
protocole de stimulation figurant ci-dessous (RBg). Quelle que soit la durée d’application
du VAFP, la sécrétion d’ILf1induite par le LPS et 'ATP est amplifiée, et cénre lorsque
le VAFP est ajouté en méme temps que le LPS (Big).d.a sécrétion de TN&-demeure

inchangée (Fig. 26¢).
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Figure 26. L'effet du VAFP persiste méme en absenae phase de prétraitementLes M@ E-clone ont été
pré-incubés par le VAFP (150 pg/ml) pendant deptevariables (0, 1, 4, 12 et 18 h). L'applicatian\AFP a
été réalisée a différents temps aprés mise enreultie maniere a ce que le LPS puisse étre ajoutééme
moment pour toutes les conditions (a). Les cellalgsalors été traitées par le LPS (100 ng/mldldgrniéres h)
et 'ATP (1 mM, 30 min). L'IL-13 (b) et le TNFe. (c) ont été dosés dans les surnageants par |adeHELISA.
Les résultats sont représentatifs d'une expériertipendante (m + SD, n=3) réalisée trois fois.

Il apparait donc que 'augmentation de la sécréditir1 8 induite par le VAFP persiste alors
gue la durée de prétraitement est réduite, et gtie stimulation peut toujours survenir alors
gu’elle est réalisée en méme temps que celle mduar le LPS. De plus, cet effet affecte

spécifiquement la sécrétion d’ILB;Llla sécrétion de TNE-n'étant pas modulée par le VAFP.

3.1.1.2. Caractérisation de la sécrétion d’fLkdrsque les stimulations induites par le LPS et

les VAFs surviennent de maniére simultanée

Comme évoqué plus haut, la durée de stimulatioheplalPS revét une importance particuliere
dans la synthése et la sécrétion de la profilefide I'IL-1B. Les travaux meneés jusque la

indiquent d’'une part que la sécrétion d’IB-Bst maximale lorsque le LPS est appliqué
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pendant 12 h (Fig. 23a), et d’autre part que ltefimplificateur de cette sécrétion exerceé par
le VAFP, se développe lorsque ces substances pplig@ées en méme temps (Fig. 26a).
Dans ces conditions, nous avons exploré si le VABPosait d'une aptitude a moduler (1) la
cinétique de sécrétion d’ILBlsupportée par les stimulations par le LPS pui§PAet (2) la
diminution de la sécrétion d’ILfl apparaissant pour des durées de stimulation lavieBS
supérieures a 12 h. Pour cela, les M@ E-clone w@ntraités pendant des temps variables par
du LPS, associé ou non aux VAFs (Fig. 27a).

La stimulation par le LPS pour des durées varialdasprésence ou en absence de VAFP,
montre que la sécrétion d’lILBlest maximale aprés 8 h de traitement (Fig. 27lactlvité
stimulatrice est toujours mise en évidence et sutviaprés 8 h de stimulation. La co-
stimulation ne modifie pas la cinétique de sécrétimise en évidence lorsque le LPS est
utilisé seul. De plus, lorsgu’elles sont davantag#ongees, les stimulations conduisent a une
libération d’IL-1B réduite, indiquant que le VAFP ne peut modulemicanisme aboutissant
a la diminution de la sécrétion d’ILB1qui survient lorsque la durée de stimulation dépas
8 h.

Par ailleurs, une forte secrétion de Thilgpparait en réponse au LPS. Bien que l'ajout de
VAFP amplifie cette sécrétion, I'effet du VAFP @sbins intense que celui s’exercant sur la
sécrétion d’IL-B. En outre, la sécrétion de TNFatteint un plateau apres 12 h de traitement
(Fig. 27c¢).
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Figure 27. Analyse cinétique des sécrétions d'ILfiLet de TNFw induites en réponse a la stimulation
simultanée par le LPS et le VAFPLes M@ E-clone ont été stimulés (a), 4 h aprésradté mis en culture,
pendant différents temps (0, 4, 8, 12 et 24 h)l@amombinaison du VAFP (150 pg/ml) et du LPS (190mi),
puis par I'ATP (1 mM, 30 min). L'IL-§ (b) et le TNFe (c) ont été dosés dans les surnageants par ladeth
ELISA. Les résultats sont représentatifs d’'une erpée indépendante (m + SD, n=3) réalisée trass fo
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Associé aux VAFM ou VAFQ, le LPS conduit toujoursirge sécrétion maximale pour 8 h de
stimulation. Aucun effet amplificateur des sécnésicn’est mis en évidence suite aux co-
stimulations avec ces VAFs. Toutefois, une amgltfan de la sécrétion induite par le LPS

peut étre mise en évidence pour les durées dertraitt les plus longues (Fig. 28a et b).
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Figure 28. Analyse cinétique de la sécrétion d’IL{1 induite en réponse a la stimulation simultanée pale
VAFM ou le VAFQ et le LPS. Les M@ E-clone ont été stimulés commecédemment (Fig. 28a) pendant
différents temps (0, 4, 8, 12 et 24 h) par la coraision des VAFM ou VAFQ (50 pg/ml) et du LPS (1@0nn),
puis par I'ATP (1 mM, 30 min). L'IL-B a été dosée dans les surnageants par la méthd8é.Bles résultats

sont représentatifs d'une expérience indépendamte $D, n=3) réalisée trois fois.

3.1.1.3. L'effet amplificateur de la sécrétion d'1B est maintenu lorsque le VAFP est ajouté
apres stimulation par le LPS

L’effet amplificateur de la sécrétion d’ILBlinduite par le LPS et 'ATP apparait aussi bien

lorsque les cellules sont pré-stimulées par le VAEBR stimulées par le LPS, que quand ces
deux agents sont appliqués simultanément. Cet péediste alors que les cellules étaient
d’abord stimulées par le LPS, puis par le VAFP fikant la durée totale de stimulation par le

LPS a 8 h, le VAFP a été rajouté a différents teappes sensibilisation par le LPS, et avant
stimulation par 'ATP (30 min). Le protocole de mstilation est schématisé ci-dessous
(Fig. 29a). Une augmentation de la sécrétion dpLest mise en évidence méme lorsque le
VAFP est additionné en méme temps que I'ATP (si&uréqui est doublée par rapport au

contréle) (Fig. 29b).

La sécrétion de TNlk-est également favorisée lorsque le VAFP est ajapités prétraitement

par le LPS, mais de fagon trées modérée par rappmetie d’IL-13 (Fig. 29c¢).
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Figure 29. L'effet du VAFP persiste méme pour de agtes durées de traitement aprés pré stimulation pa

le LPS.Les M@ E-clone ont été stimulés par du LPS, poer durée de 8 h, aprés 12 h de culture dans les pui
Le VAFP (150 pg/ml) a été ajouté en méme tempslgueS ou de maniere différée, soit 8, 4, 2, 1,duy® h
avant une bréve stimulation (30 min) par 1 mM d’ATEd. L'IL-1p (b) et le TNFe (c) ont été dosés dans les
surnageants par la méthode ELISA. Les résultats repmésentatifs d’'une expérience indépendante @Di
n=3) réalisée trois fois.

L’aptitude du VAFP a amplifier la sécrétion d’ll3linduite par le LPS et 'ATP a
initialement été mise en évidence pour de longugéed de pré-stimulation (24 h) par cet
extrait. Les derniéres expériences montrent queféet se développe également lorsque les
temps de pré-incubation sont réduits, voire lordgAFP est ajouté en méme temps que le
LPS. Enfin, I'effet se développe encore davantagegue le VAFP est appliqué au cours des
8 h de traitement par le LPS, méme trés brievemneantt la stimulation par 'ATP.

3.1.2. La sécrétion d’IL-R induite par le prétraitement par le LPS est amp#é en réponse

a une breve stimulation par les trois VAFs

Les dernieres expériences indiquent que de codutées de stimulation, par le VAFP tout du
moins, suffisent & induire une augmentation de daré&tion d’IL-13 secondaire a la
stimulation par le LPS. Ce protocole a été adopté des expériences de stimulation par des
concentrations croissantes de VAFs. La plus faikdecentration de VAFP appliquée
(0,5 pg/ml) conduit ici a une tres forte amplificat de la sécrétion d’'IL{1 (presque doublée
par rapport au LPS seul), qui s’accentue davargagere pour de plus fortes concentrations
(Fig. 30a).

Dans ce cas, les VAFM et VAFQ disposent égalemamtedtelle activité, toutefois mise en

evidence pour des concentrations plus élevéesH8 gt/ml respectivement) (Fig. 31b et c).
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Figure 30. Appliqués aprés pré-stimulation par le IPS, les trois VAFs amplifient la sécrétion d’IL-B
aprés ajout d’ATP. Les M@ E-clone ont été stimulés par du LPS pen@dntapres 12 h de culture dans les
puits. Les VAFs (concentrations comprises entre 2500 pg/ml) ont été rajoutés la derniére heudemi®
avant I'ATP (1 mM, 30 derniéres min). L'ILBla été dosée dans les surnageants par la méthd8& . ElLes
résultats sont représentatifs d’'une expériencepieinidante (m + SD, n=3) réalisée trois fois.

Ces expériences montrent que, ajoutés apres stiornufzr le LPS, et quelques minutes avant
une bréve stimulation par I'ATP, les trois types\d&Fs amplifient intensément la sécrétion
d’IL-1pB induite par le LPS. Les trois types de VAFs étsdiéferent entre eux notamment au
niveau de leur teneur en MLs et en VTs. Les MLst gpdsentes en concentrations plus
importantes dans les VAFM et VAFQ que dans le VAEP, 67]. Bien que la concentration
en VTs soit la plus faible au niveau du VAFP, leseurs des trois VAFs en VTs sont plus
proches que leurs teneurs en MLs. Le fait que rgis VAFs développent un effet sur la
sécrétion d’IL-B ne permet pas d’évoquer d’emblée l'implication ¥ds ou des MLs dans

cette activité.

3.1.3. Mécanismes impliqgués dans I'amplificationamples VAFs, de la sécrétion d’ILA
induite par le LPS et I'ATP

T4

Les mécanismes impliqués dans I'activité des VARsété étudiés avec le VAFP.

3.1.3.1. Implication de la synthese protéique eN#&aB dans la modulation, par le VAFP,
de la sécrétion d’IL{1 induite par le LPS et 'ATP

Pour rendre compte de l'augmentation de la sécrédidl-1p apparaissant lorsque les

cellules sont préalablement traitées par le LP® (iml, 8 h) puis par le VAFP (150 pg/ml,

30 min avant ajout d’ATP), plusieurs mécanismesvppt étre envisagés de maniére non
exclusive. La stimulation par le VAFP pourrait faiger I'activation de la pro-IL{1en IL-1B,

et ainsi permettre la sécrétion de cette dernkeventuellement, I'activité du VAFP pourrait

intervenir au niveau des mécanismes cellulairesréiamt la libération de I'lL-§ dans le

milieu. Dans ce contexte, une action au niveaualictintracellulaire de cette cytokine serait
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envisageable. Un autre mécanisme permettant deeresaimpte de l'augmentation de la
sécrétion de cette cytokine serait I'induction duréosynthese protéique.

Pour explorer cette derniére éventualité, I'effendnhibiteur de la néosynthese protéique, le
cycloheximide (CHX), ainsi que celui d’'un inhibitespécifique de NkB, le Bayl1-7082
(Bay), ont éeté étudiés. Ces drogues ont été apmg|d des concentrations n’'induisant pas
d’augmentation de la libération de LDH (Fig. 31fgt selon le protocole de stimulation
décrit ci-dessous (Fig. 31a).

Lorsque le CHX est ajouté 30 min avant le LPS,désrétions de TNk-et d’'IL-1f sont
efficacement bloquées (Fig. 31b et c), indiquar d@a concentration utilisée (15 pg/ml), le
CHX bloque efficacement la néo-synthese protéiqRer. contre, lorsque I'application du
CHX a lieu avant I'ajout, soit du VAFP, soit de TR, I'amplification de la sécrétion d’ILEL
induite par le VAFP persiste (Fig. 31b). Ceci indiqque cet effet est indépendant d’'une
néosynthese protéique. La sécrétion de BNfest pas inhibée par I'ajout de CHX avant
ajout de VAFP ou d’ATP (Fig. 31c).

L’ajout du Bay (10 uM) avant stimulation par le LB®que effectivement les sécrétions
d’'IL-1p et de TNFea (Fig. 31d et e), indiquant que I'activation de NB; facteur controlant la
production de ces deux cytokines, a bien été ihil®rsque cette drogue est appliquée
30 min avant lincubation, soit avec le VAFP, saitec I'ATP, la sécrétion d’IL{1 est
significativement diminuée et I'effet amplificatedu VAFP réduit. Cette drogue n’a par
contre pas d’incidence sur la sécrétion de TNBrsqu’elle est ajoutée soit avant le VAFP,
soit avant 'ATP (Fig. 31e).

Comme démontré récemment, outre le facteurkBFle Bay inhibe également I'activité de
NLRP3 [249]. Ceci permettrait de rendre compterédssitats obtenus. En effet, le Bay, mais
non le CHX, bloque la sécrétion d’Il3linduite par les stimulations par le LPS puis I'ATP
Différents inflammasomes soutiennent le clivageladero-IL-13 en IL-13. De nombreuses
études ont mis en évidence l'implication de NLR®3due la stimulation survient aprés mise
en ceuvre de LPS puis d’ATP [3]. Le fait que I'attévstimulatrice induite par le VAFP soit
egalement diminuée par le Bay suggere que NLRP&agib@tre impliqué dans la sécrétion

d’IL-1p induite en réponse a la stimulation par le VAFsbag au LPS et a 'ATP.
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Figure 31. Le Bayl11-7082, mais non le cycloheximidénhibe I'amplification de la sécrétion d'IL-1p
induite par le VAFP. Aprés 12 h de culture dans les puits, les M@daelont été stimulés 8 h par du LPS
(100 ng/ml), puis le VAFP (150 pug/ml) a été rajolith avant I’ATP (30 derniéres minutes, 1 mM). LEDC

(15 pg/ml [b, ¢ et f]) ou le Bay (10 uM [d, e el gint été appliqués 30 min soit avant le LPS, awvént le
VAFP, soit avant I'ATP (a). L’IL-B (b et d) et le TNFe (c et e) ont été dosés dans les surnageants par la
méthode ELISA. La LDH a été dosée dans les lysatdanas les surnageants (f et g). La LDH libérée est
exprimée en pourcentage de la LDH totale, dosés @nsurnageants et les lysats, pour une condltonée.

Les résultats sont représentatifs d’une expérigridEpendante (m + SD, n=3) réalisée trois fois.
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Ces expériences indiquent que l'effet du VAFP n@ose pas sur une synthese protéique,
suggérant qu'il pourrait plutdt mobiliser des stgkréexistants de pro-ILB1lprésents au
niveau intracellulaire. D’autre part, I'ajout duBs'oppose a la sécrétion d’lIL3induite par

le LPS et le VAFP, suggérant que l'activité de NI3RPserait requise.

3.1.3.2. La stimulation par le VAFP induit un mésame qui accélere la sécrétion d'l3-1

Le fait que l'effet du VAFP ne requiert pas de $¢@#e de novo de protéine indique que cet
effet pourrait recourir a un recrutement de stookmcellulaires de pro-IL{1. L'effet observé
pourrait venir de son aptitude a accélérer le givat la sécrétion d’ILflinduite par le LPS

et '’ATP. Ceci pourrait conduire soit a une augmentatiofadgiantité d’IL-B libérée, soit a
une acceélération transitoire de la sécrétion irdpdr le LPS. Des épreuves de stimulation par
'ATP avec dosage en cinétique, comme schématis#essous (Fig. 32a) révélent que,
lorsque les cellules sont stimulées par le VAFBgerétion d’'IL-B est accélérée pendant les
45 premiéres minutes. L’effet sTamenuise ensuiteetquantités d’IL-f sécrétées, avec ou
sans stimulation par le VAFP, ne sont plus sigatfiement différentes lorsqu’elles sont
déterminées aprés 90 min de stimulation (Fig. 32®. plus, la libération de LDH est

comparable lorsque les cellules sont stimuléesooupar le VAFP (Fig. 32c¢).
Ces résultats montrent que l'augmentation de laégéo d’IL-13 par le VAFP mise en

évidence pour des durées de stimulation de 30 ariti TP reflete une accélération de cette
sécrétion, plutbt qu’une augmentation propremeietdi la quantité d’IL-1 libérée.
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Figure 32. Le VAFP accélére la sécrétion d’IL-g induite en réponse a la stimulation par le LPS &tATP.

Les M@ E-clone ont été stimulés par du LPS pen8dntLe VAFP (150 pg/ml) a été rajouté la derniéeere,

30 min avant I'ATP (1 mM). La stimulation par I'ATR été menée pendant des temps croissants de 15 a
120 min. Les épreuves ont été arrétées les un&s dps autres, a la fin de l'incubation pendantel@ps
nécessaire avec 'ATP (a). L'ILBla été dosée dans les surnageants par la méthd8é fh). La LDH a été
dosée dans les lysats et dans les surnageantsa (cPH libérée est exprimée en pourcentage de |l tdiale,
dosée dans les surnageants et les lysats, poucamtition donnée. Les résultats sont représentdtifee
expérience indépendante (m + SD, n=3) réalisés fois.

3.1.3.3. Implication des ROS dans la modulation |@p&AFP, de la sécrétion d’ILfLinduite
par le LPS et 'ATP

Parmi les modeles envisagés pour expliquer l'atitimade la caspase-1 au niveau de
linflammasome de type NLRP3, figure celui impliguaine contribution des ROS. En effet,
les ROS pourraient faire office d’'intermédiairerefILRP3 et la plupart des stimuli capables
de conduire a son activation. Ainsi, l'activité¢ NERP3 peut étre inhibée par des agents
dégradant les ROS [213, 214, 225, 226]. Une étudetnm que les ROS réagissent avec la
thiorédoxine, et qu’ainsi cette protéine de peusphteragir avec la TXNIP. Cette protéine,
ainsi libérée, se lie a NLRP3 et provoque son atitm [219]. Les complexes enzymatiques
Nox constituent les principales sources intracaita de ROS. IIs sont tous caractérisés par
la présence d’une sous-unité P¥»commune [228]. Chez un modéle déficient en cettrs-s
unité, I'activation de la caspase-1 et la sécrétitin1 3 sont fortement inhibées [214].

Par ailleurs, les MLs et les VTs, principales sabsés actives des VAFs, provoquent la
production de ROS au niveau intracellulaire [998]10

Considérant ces données, la contribution des R®@S Weffet amplificateur de la sécrétion
d’'IL-18 du VAFP a été explorée de maniere indirecte parininbiteur des ROS, le

N acétyl-cystéine (NAC). Cette drogue est courantreemployée a la concentration de 20 a
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25 mM [214, 226]. A ces concentrations, le NAC prés une forte cytotoxicité sur les M@
E-clone (Fig. 33c).

Appliqué 30 min avant ajout d’ATP (Fig. 33a) a ncentration de 5 mM, le NAC induit une
augmentation de I'lL-g aussi bien sous sa forme sécrétée qu'intracekuldde plus,
'amplification de la sécrétion d’ILf1 induite par le VAFP disparait, alors que la quanti
d’IL-1p intracellulaire est plus forte en présence de VAERN son absence (Fig. 33b et c).
La libération de LDH est amplifiée a cette concatimn de NAC, toutefois modestement
(Fig. 33d).

Ces résultats indiquent que I'inhibition des RO&ybe considérablement la synthése et la
sécrétion d’IL-B. Toutefois, il semble qu’a de faibles concentraiale NAC, I'inhibition
des ROS favorise la sécrétion d'lB-1Ainsi, en présence de NAC, les sécrétions induite
alors que les cellules ont été ou non traitéesl@arAFP ne sont plus significativement

différentes entre elles, et sont dans les deusigagficativement augmentées (Fig. 33c).
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Figure 33. Contribution des ROS dans la modulationpar le VAFP, de la sécrétion d'IL-1B induite par le
LPS et 'ATP. Aprés 12 h de culture en puits, les M@ E-cloneété stimulés (a) par du LPS (100 ng/ml, 8 h),
du VAFP (150 pg/ml, 1 h avant I'ATP) et de I'ATP i§iM, 30 dernieres min). Le NAC a été appliqué a des
concentrations croissantes (5 a 20 mM) 30 min aVajout de 'ATP. L'IL-1p a été dosée dans les lysats (b) et
dans les surnageants (c) par la méthode ELISA.ld h été dosée dans les lysats et dans les samadel).

La LDH libérée est exprimée en pourcentage de IH tfiale, dosée dans les surnageants et les lysatsune
condition donnée. Les résultats sont représentdiifise expérience indépendante (m + SD, n=3) éalisne
fois.

Ces résultats indiquent une contribution des ROS8sda mécanisme aboutissant aux
synthéses et sécrétion d’ll-1Cette contribution, en partie tout du moins, psttrait de
rendre compte de 'activité stimulatrice du VAFPraveau de la sécrétion d’ILB1
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3.2. Les VAFs modulent la sécrétion d’IL-B induite par I'imiquimod

L’imiquimod a été retenu pour explorer I'aptitudesdM@ E-clone a moduler la sécrétion
d’IL-1B induite par une stimulation unique. Pour ce fdee,M@ E-clone ont été stimulés par
des concentrations croissantes de VAFs, associgesion a l'imiquimod appliqué a
concentration sub-optimale (10 uM), pendant 24 he Worte stimulation de la sécrétion
d’IL-1p induite par I'imiquimod apparait lorsque les VABsnt appliqués a concentrations
cytotoxiques (Fig. 34a-c). La co-stimulation pas WAFs et I'imiquimod n'augmente pas la
libération de LDH en comparaison a la stimulatiam les VAFs seuls (Fig. 34i-k). De plus,
lorsque les M@ E-clone sont stimulés par les VAlissas a concentrations sub-cytotoxiques
(150 pg/ml de VAFP, ou 50 pg/ml de VAFQ ou VAFMy, $écrétion d’IL-§ induite par
'imiquimod, également appliqué a concentration-sytotoxique (30 uM), est augmentée par
le VAFP (Fig. 34d).

La sécretion de TNk-induite par I'imiquimod est favorisée par les &xrtconcentrations de
VAFM (a partir de 150 pg/ml). Cette sécrétion egalément amplifiée en présence de
50 ug/ml de VAFQ, mais elle est diminuée aux ploges concentrations de VAFQ. Le
VAFP n’affecte pas la sécrétion de TNFRaduite par 'imiquimod (Fig. 34f-h).

L’IL-1 B induit I'expression de la iINOS. La sécrétion d1B-étant augmentée dans ces
conditions de stimulation, l'augmentation de I'eegsion d'iINOS devrait conduire a
'amplification de la sécrétion de dérivés nitréa. mesure de ces dérivés montre qu'il n'y a
pas de différences lorsque les cellules sont &sitdu non par le VAFP (Fig. 34e). Ceci
suggere que I'lL-f libérée dans ces conditions pourrait ne pas éfediquement active, et

devrait donc étre étudiée.

114



ﬁg‘ 2000 - —@— Avec Imiq 2000 5000 N
2 —o— Sans Imig » .
()
% 1000 1000 2500
3
%)
= m PO /
= 0 7 : ‘ 0 1 o ‘ 0 77 T ‘
0 100 1000 0, 100 1000 0 100 1000
a [VAFP] (ug/m) b [VAFM(ug/m) C  [VAFQ] (ugim)
1500 -
= 4 -
E *
£ T
(o))
£ 1000 | L s3 E\‘/l\‘\f—{/{\(
B =
@ 8 2
9 =
@ =
& 500 ' s
0 '_| 0 T T T T 1
Cte Imiq VAFP VAFM VAFQ 0 1 10 100 1000
d fimig ~ /imiq~ /Imiq e [VAFP] (ug/mi)
— *
£ 5000 15000 * 5000
g *
>y 10000
© 9500 2500
(&) *
@ 5000
®
L ol ‘ ‘ 04—# : : 0 +— ; ‘
= 0 10 1000 0 10 1000 0 10 1000
f [VAFP] (pg/mi) [VAFM] (ug/mi) h [VAFQ] (ug/m)
= 20 1
J<!
S
$ 10
@
i<
T
9 1 ; A T 1 1 T !
1000 o 1000 O 100 1000
i [VAFP] (ug/ml) j [VA I:M] (Hglml) k [VAFQ] (ug/ml)

Figure 34. La co-stimulation par les VAFs amplifida sécrétion d’IL-1p induite par I'imiquimod . Aprés 4 h

de culture en puits, les M@ E-clone ont été traés des concentrations croissantes de VAFs (50, et5
500 pg/ml, 24 h), et de limiquimod (10 uM, 24 Har ailleurs, les M@ E-clone ont été traités par de
l'imiquimod (30 uM [Imiq]) et le VAFP (150 pug/mi)le VAFM ou le VAFQ (50 pg/ml) pendant 24 h (d).
L'IL-1 B (a-d) et le TNFe (f-h) ont été dosés dans les surnageants partleod@ ELISA. Les dérivés nitrés ont
été dosés par la méthode de Griess (e). La LDI8 datée dans les lysats et dans les surnageagitd &L DH
libérée est exprimée en pourcentage de la LDH dptdbsée dans les surnageants et les lysats, peur u
condition donnée. Les résultats sont représentdiifse expérience indépendante (m + SD, n=3) réalisois
fois.
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Considérés dans leur ensemble, les travaux réatiséient en évidence la capacité des VAFs
a moduler la sécrétion d’ILBLprovoquée par les stimulations par I'imiquimodlelPS et
'ATP. Ces expériences montrent également que lBBEsvemployés a concentrations sub-
cytotoxiqgues ne sont pas capables de soutenirdeétggn d’IL-13. D’un autre coté, les
premieres expériences indiquent qu'aux concentratiytotoxiques, les VAFM et VAFQ,

mais non le VAFP, sont capables de promouvoir ¢a&sién d’IL-18.
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DISCUSSION



La mise en place d'une réaction inflammatoire dtunstla premiére ligne de défense de
l'organisme. De plus, elle permet la mise en plaies conditions nécessaires au
développement d’'une réaction immunitaire spécifiguetamment anti-tumorale. Dans ce
contexte, la mise en ceuvre de propriétés cytotesigust particulierement importante dans le
developpement d’'une réaction immunitaire anti-tua@ispécifique efficace. Les extraits de
Gui disposent de propriétés anti-tumorales qui sepb principalement sur des activités

immuno-modulatrices et cytotoxiques.

Sécrétion de cytokines en réponse a des traitememolongés en présence de VAFs

Pour les deux modeéles de M@ murins étudiés, lethaégas et sécrétions de cytokines pro-
inflammatoires, telles que I'lLfl, I'lL-6 ou le TNF-, sont induites en réponse a des
incubations prolongées en présence de VAFs. Urle tadtivité est mise en évidence
principalement avec des concentrations cytotoxigiee¥AFs, et dans une moindre mesure
avec des concentrations sub-cytotoxiques. Des stadéerieures ont également permis
d’observer une sécrétion maximale de cytokinesjcppalement le TNFe et I'lL-1B, en
réponse a des concentrations cytotoxiques d’extdwt Gui [10]. Toutefois de nombreuses
études ont mis en évidence une sécrétion de d N, 18, 154] ou d’IL-$ [10, 17, 18] en
réponse a des concentrations sub-cytotoxiquesrdiest

Les résultats obtenus lors de I'étude de I'actigittotoxique des VAFs suggérent que la mort
cellulaire induite par les VAFs implique la mise ezuvre a la fois de I'apoptose et de la
nécrose. De nombreuses études ont rapporté I'dptdes extraits de Gui, ainsi que celle des
MLs a induire l'apoptose [71, 91, 97, 99, 102, 11%6]. Les VTs induisent une mort de type
nécrotique [99, 108]. La mort cellulaire survendahs ces conditions s’accompagne de la
libération dans le milieu de nombreux constituantsacellulaires, dont certains constituent
des ligands endogenes de récepteurs de motifgluction de la sécrétion de cytokines, mise
en évidence dans ces conditions, pourrait ainsigmio de la libération de tels ligands, qui
apres avoir interagit avec leur récepteur, condentaa I'activation du facteur de transcription
NF-xB, et donc a la sécrétion de ces cytokines.

Par ailleurs, les VAFs ou certains de leurs caumestits, pourraient disposer d’une activité
stimulatrice intrinseque. Cette activité reposersitr la stimulation d'un systeme de
reconnaissance, dont la transduction cellulairemptrait I'activation du facteur de

transcription NFe¢B.
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La sécrétion d’IL-B est induite apres traitement prolongé par desargrations cytotoxiques
de VAFs, et en particulier de VAFM ou VAFQ, uniquemh au niveau des M@ E-clone.
L'analyse des surnageants de culture par immuna@nip montre qu’'un tel traitement
induit la libération d’IL-B clivée. Toutefois, cette ILfLne migre pas au méme niveau que
celle libérée en réponse a la stimulation par funnod, qui migre au méme niveau que
lIL-1 B recombinante (17 kDa). Ceci suggére que le tra@tgénpar des concentrations
cytotoxiques de VAFM ou de VAFQ pourrait permetieeclivage de la pro-IL{1 par un
mécanisme distinct de celui déclenché suite a ilausdtion par l'imiquimod. La lyse
cellulaire survenant lors du traitement des M@ @&iel par de telles concentrations de VAFs
pourrait permettre la libération dans le milieu gl®-IL-1B, qui serait alors accessible a
diverses enzymes. Ainsi, des travaux ont montré lgyao-IL-13 peut étre clivée par des
protéases extracellulaires, telles que des métaliégases [3].

Une telle sécrétion n'est pas observée au niveaucdbBules MAMI, qui par ailleurs ne
sécretent pas d’ILflen réponse a une stimulation par I'imiquimod. kEaonnaissance de
cette substance repose sur I'expression du TLRT, lthibbsence a été montrée au niveau des
cellules MAMI. Ces données indiquent qu’'une stintiola sollicitant ce récepteur serait
nécessaire a la synthese et/ou la sécrétion de{d{p ou de I'lL-1B respectivement. Il est
vraisemblable qu’en absence de TLR7, l'incapaceé M@ a sécréter I'lLfl reposerait
davantage sur un défaut au niveau du processusvdt@en de la pro-IL-B, que dans celui
aboutissant a sa synthese. En effet, apres traitgoae les VAFs, les cellules MAMI peuvent
soutenir les sécrétions de diverses cytokinesmftarnmatoires, dont la synthése repose, tout
comme celle de la pro-ILBL sur I'activation du facteur de transcription NB- Le fait que la
synthése de pro-ILfl soit induite par des concentrations sub-cytotossgde VAFM ou
VAFQ (mise en évidence par immuno-empreinte) ctunetait un argument en faveur de cette
eventualité.

Toutefois, alors que la synthése de pro-pLskrait induite dans de telles conditions, une
stimulation par I'ATP ne permet pas d’'induire uéergtion effective d’IL-§. La stimulation
par 'ATP active I'inflammasome de type NLRP3. Cegant, pour qu’'une sécrétion d’ll31
survienne en réponse a la stimulation par 'ATR, ¢ellules doivent étre préalablement
activées de maniere appropriée afin que les syeghée pro-IL-B, mais aussi de NLRP3
soient induites [5]. Apres traitement par les VARs,présence de pro-ILBlau niveau
intracellulaire, ainsi que l'absence de sécrétidiL-Hp apres stimulation par I'ATP,
suggerent gqu’un élément essentiel a la constituidiomomplexe permettant le clivage puis la

sécrétion de I'lL-B ne serait pas induit. Le fait que la forme d’IB-kécrétée apres
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stimulation des M@ différe au niveau de son poidé&culaire de celle générée apres mise en
ceuvre de I'un ou l'autre des inflammasomes (NLRR3particulier) serait un élément en

faveur d’une telle éventualité.

Sécrétion de cytokines en réponse a des traitemeiisefs en présence de VAFs

Une breve application de VAFs induit une augmeaotate la sécrétion d’'ILfllorsque les
M@ sont stimulés de maniere appropriée pour réalise telle sécrétion, a savoir apres
stimulations par le LPS puis 'ATP. Cette actistémulatrice a été mise en évidence apres un
bref traitement par des concentrations sub-cytgtes des trois VAFs testés. Une étude plus
détaillée avec des concentrations sub-cytotoxigiee§AFP montre que cette activité repose
sur I'accélération de la sécrétion d’l3-induite par les stimulations par le LPS puis I'ATP

De plus, 'augmentation de la sécrétion d’Ig-apparait lorsque différentes conditions de
stimulation par des concentrations sub-cytotoxiglee¥AFP sont appliquées. Ainsi, lorsque
le VAFP est ajouté simultanément au LPS, son aétpersiste. L'incubation en présence de
VAFP pendant 24 h induit également une augmentatiencette sécrétion, toutefois de
maniére plus modérée. Parmi les trois types de Vé&hkdiés, seul le VAFP dispose d'une
telle activité. L’étude des activités cytotoxiquksces VAFs montre par ailleurs que le VAFP
est doté de l'activité cytotoxique la plus faiblediquant que cette augmentation est

indépendante d’'un phénomene de lyse cellulaire.

La mise en évidence d’une activité stimulatriceem@sant pas sur une néosynthéese protéique
nous a incités a rechercher la contribution d'urtamésme mettant en ceuvre une interaction
de type ligand-récepteur. Parmi les substanceswoes dans les VAFs, les MLs ont été
impliquées, directement ou par inhibition compeitidans l'induction de la sécrétion de
cytokines, dont I'lL-B, en particulier par les monocytes [10, 12, 13]uféfois, d’autres
études n’ont pas observé de sécrétion de cett&iogten réponse aux MLs [101, 241]. Les
MLs disposent d’'une spécificité de reconnaissarealamaines osidiques. Ainsi, la ML-I
reconnait le D-galactose, la ML-Ill le N-acétyl-dgctosamine, et la ML-Il peut lier ces
deux types de sucres [34]. En présence des sunmgétiteurs, les activités stimulatrices des
VAFs n'ont pas été inhibées (données non montrder)tefois, ces travaux ne permettent
pas d’exclure d’emblée une contribution de l'unel’autre des MLs dans cette activité. En
effet, des études récentes ont mis en évidenceigie’des spécificités de reconnaissance pour

les sucres, tels que le galactose ou le N-acétydliaetosamine, les MLs peuvent reconnaitre
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spécifiguement des groupements osidiques complexesparticulier des motifs sialylés

présentés par des gangliosides [40, 250].

Les MLs et les VTs, principales substances actdess VAFs, provoquent la production de
ROS au niveau intracellulaire [99, 108]. L'implicat des ROS dans l'activation de la
caspase-1 par I'inflammasome de type NLRP3 faltjébde nombreux travaux. Bien qu’un
modele d’activation de NLRP3 par les ROS ait étéppsé [219], la contribution de ces
substances reste néanmoins controversée. En fiarti@ertaines études ont montré que le
déficit en une sous-unité essentielle des complék®es principales sources intracellulaires
de ROS, inhibe I'activité de cet inflammasome [2Bdjggérant que les ROS contribueraient &
son activation. D'autres études, notamment cellesées avec des cellules mononucléées de
patients atteints de granulomatose chronique, ptéseun déficit fonctionnel au niveau des
Nox, suggerent que la fonctionnalité de ces congdeie serait pas requise a I'activation de
la caspase-1 au niveau de ces cellules [227, 21, Pe plus, a I'état basal, les monocytes
de ces patients présentent de plus fortes activaliola caspase-1 et sécrétion d’'[L-que
ceux des sujets controles. Ces résultats sugggueries ROS pourraient au contraire inhiber
I'activation de la caspase-1, et donc la sécrétiinl  [229].

Malgré des résultats contradictoires, ces étudexsident sur la contribution des ROS dans
la modulation (stimulatrice ou inhibitrice) de ltagté de I'inflammasome de type NLRP3.
Dans la mesure ou l'implication des ROS dans Natton de NLRP3 reste partiellement
comprise, les résultats présentés dans ce traviaimt étre interprétés avec prudence. Malgré
ce, ces données préliminaires suggérent que litdrbdes ROS induit la rétention au niveau
intracellulaire de I'lL-B qui devrait étre libérée en réponse a la stimuiagiar le VAFP. De
plus, ces travaux pourraient étre complétés ersautil d’autres types d’inhibiteurs de ROS,
mais aussi en mesurant directement la productioR@8& au niveau intracellulaire, aprés

traitement par les VAFs.

De récents travaux ont montré que linduction d’'ugponse immunitaire spécifique anti-

tumorale est conditionnée par I'aptitude des Cphagocyter les cellules tumorales mortes et
a présenter les Ag issus de ces cellules aux LE. &edes ont montré que I'expression
précoce de la calréticuline au niveau des cellwiesrales en voie d’apoptose permet la prise

en charge de ces cellules par les CDs [180]. Deeétultérieures ont montré que la sécrétion
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de HMGBL1, par les cellules tumorales en voie d’aps@, favorise la présentation de ces Ag
par les CDs, et que cet effet est médié par le TII82]. Enfin, la sécrétion d’'IL{1 par les
CDs, consécutive a l'activation de NLRP3 en répoas€ATP libéré par les cellules
tumorales en voie d’apoptose, est essentielle [@ounise en place de LT CD8, optimisant
leur capacité de production d’'IFNE2, 153].

Dans ce contexte, I'aptitude des VAFs a modulesdarétion d’'IL-B induite par le LPS
pourrait étre étendue a d’autres types de ligand§LdR4, notamment HMGBL1. De plus, des
travaux ont rapporté 'augmentation de la productiiNF-y par des LT CD8 stimulés par
des CDs préalablement incubées avec les extr&lsRar ailleurs, les extraits de Gui ont déja
été combinés avec des traitements de chimiothérapientionnels, augmentant leurs
propriétés cytotoxiques [115, 130, 251, 252]. Airsilministrés conjointement avec ces
traitements, les VAFs pourraient augmenter leur umogeénicité et ainsi favoriser le

développement d’une réaction immunitaire spécifigert dirigée contre la tumeur.

Les expériences menées au cours de cette étudenevgue les VAFs, employés a
concentrations sub-cytotoxiques, sont capables aduter la sécrétion d’'IL{1 induite par
des stimuli connus pour la soutenir. Par ailleappliqués a de plus fortes concentrations, les
VAFs promeuvent la sécrétion d’'IL31Dans les deux cas, il serait nécessaire de dietersi
lIL-1 B libérée est biologiquement active. D’autre pdétude du modele MAMI pourrait
s’avérer particulierement informatif quant aux nmésmes moléculaires soutenant I'action de

ces extraits.
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Résumé

Dans cette étude, l'aptitude de trois extraits de f@rmentés (VAF), issus de trois arbres
hotes, a induire ou moduler la sécrétion de cyexkitelles que I'IL-f, I'lL-6 et le TNF, a
éte explorée a l'aide de deux modéles de macroghagens. Des traitements prolongés par
des concentrations cytotoxiques, mais non sub-ayimqtes, de VAFs induisent la sécrétion
d’'IL-1p. Dans ces conditions, les concentrations sub-@yimpties de VAFs amplifient les
sécrétions d’IL-B induites apres stimulations par le LPS puis 'A®R,par I'imiquimod. Par
ailleurs, appliqués brievement et a concentratguiscytotoxiques, les VAFs accélerent la

sécrétion d’IL-P induite aprés stimulations par le LPS puis I'ATP.

Mots clé : extraits de Gui, IL-18, TNF-a, macrophages murins, cytotoxicité

Summary

In this study, the ability of fermented extractsrr mistletoe grown on three host trees, to
induce or modulate the secretion of pro-inflammatytokines, like IL-B, IL-6 and TNFe
has been explored. When applied for long times,otoyic, but not sub-cytotoxic
concentrations of fermented mistletoe extracts d¢edthe secretion of ILfL In these
conditions, sub-cytotoxic concentrations incredseIt-13 secretions induced either by LPS
and ATP, or by imiquimod. When applied briefy absaytotoxic concentrations, fermented

mistletoe extracts can accelerate the secretidixdp induced by LPS and ATP.

Key words : mistletoe extracts, IL-3, TNF-a, murine macrophages, cytotoxicity



