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Premiéere partie

Le syndrome d’ischémie-reperfusion rénale : un phénomeéne inhérent

a la transplantation d’organ



Chapitre | : Anatomie et physiologie rénale

1. Généralités

Le métabolisme cellulaire engendre des produits toxiques, notamment les métabolites
azotés, lesquels doivent impérativement é&tre ¢liminés par 1’organisme. Ces produits de
dégradation azotés, principalement issus du catabolisme des acides aminés par transamination
désamination oxydative, sont pour 1’essentiel composés d’ammoniac (NH3) et d’acide urique.
L’ammoniac, métabolite toxique pour 1’organisme, est détoxifié et transformé par les hépatocytes
du foie en urée, déchet azoté moins toxique qui sera éliminé par excrétion urinaire.
Le systeme urinaire des mammiferes regroupe I'ensemble des organes nécessaires a |'élaboratio
au transport, au stockage et a I'élimination de l'urine. Il comprend les deux reins et les voies
urinaires constituées des deux ureteres, de la vessie et de l'uretre.
Par la gestion des métabolites azotés, des pools hydriques sodé¢ et calcique ainsi que de I’équilibre
acido-basique, le rein participe a I'équilibre hydrique et ionique du milieu intérieur et par
conséquent joue un role essentiehs le maintien de I’homéostasie générale de 1’organisme
(Thomson et Blantz, 2008).
De plus, le rein possede une fonction endocrine. Il joue un réle majeur dans la régulation de la
pression artériellevia le systéme rénine-angiotensisldestérone, de 1’érythropoiese par la
production d’érythropoiétine ainsi que des concentrations circulantes de calcium et de phosphate,

via l'action de la vitamine D (McMahon, 2016).

Le rein est un organe pair, qui dérive du mésoderme (kitida.,2014). Il se situe dans la
partie postérieure de la cavité abdominale, de part et d'autre de la colonne vertébrale. Chez
I’homme, le rein adulte mesure en moyenne 12 cm de longueur, 6 cm de largueur, 3 cm
d’épaisseur et représente environ 4% du poids corporel. Ce poids varie en fonction de la surface
corporelle de I’individu (moyenne de 100-150 g) (Noél, 2008).
Le rein est vascularisé par une artere et une veine rénale formant le pédicule rénal. L’ensemble des
vaisseaux, des nerfs et |'uretére se rejoigaemniveau du hile. Le rein est enveloppé d’une gaine
conjonctive (la capsule) et est constitué de deux parties, le cortex et la médullaire. La médullaire
est formée de plusieurs cones dénommés pyramides de Malpighi, donnant ’aspect multilobaire au
rein ; elle est composée de deux parties : la médullaire externe et la médullaire interne. Le cortex,
qui constitue la partie la plus externe du rein, coiffe la base des pyramides de Malpighi (Noél,
2008).



2. Organisation générale du rein des mammiferes

2.1. Néphron

Le néphron constitue 1’unité morphologique fonctionnelle spécifique du rein qui permet la
formation de I’urine primaire puis définitive (Zhuo et Li, 2013). Le nombre de néphrons par rein
est estimé entre 250 000 et 2 000 000 chez ’homme (Bertram et al.,2011) et entre 12 000 et 16
000 chez la souris (Shoet al.,2014). Ce nombre dépend du poids et du terme a la naissance. Il
dépend aussi de I’origine ethnique chez I’homme (Samuel et al.,2005) et du fond génétique chez
la souris (McMahon, 2016). Cepermet d’expliquer la résistance ou la sensibilité différentielle
entre les patients en clinique et entre les souches de rongeurs en modélisation animale, at
développement des lésions en cas de réduction de la masse néphronique. Ce risque augmente av
I'age car le nombre de néphrons diminue progressivement avec le temps (8aaiy&l005)
(Stefanskat al.,2015).
Un néphron humain mesure entre 2 et 5 cm. Il se compose d’un glomérule destiné a la filtration
du sang et deegments tubulairesdestinés a la réabsorption et a la sécrétion. Le tubule rénal est
segmenté en 3 principales parties. On distingue le tube proximal, le segment gréle (ou anse de

Henlé) et le tube distal qui débouche sur un tube collecteur (Touchard, ERRGE (1).
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2.2. L’interstitium rénal

L’espace entre les différents néphrons représente ’interstitium rénal. Il est principalement
constitué d’une matrice extracellulaire qui est composée de collagene fibrillaire, de
glycosaminoglycanes et d’héparine de sulfate, participant ainsi au maintien de [’architecture
globale du tissu rénal (Kaisslirg al.,1996) (Noél, 2008) (Qet al.,2006). Au sein de ce tissu, on
retrouve des cellules résidentes immunitaires, des cellules non-immunitaires et une matrice
extracellulaire (Kaisslingt al.,1996) (Noél, 2008) (Qet al.,2006). Cet espace occupe entre 5 et

10% du cortex et 40% de la médullaire.

2.2.1. Constituants immunitaires

Le parenchyme rénal n’est pas considéré comme un organe trés exposé a I’environnement
exogene, contrairement au poumon, au foie et a la peau. De ce fait, il contient un nombre réduit de
cellules résidentes immunitaires lesquelles comprennent desllules d’origine myéloide
(cellules dendritiques ou DC, macrophages) et lymphoide (lymphocytes T et B, Natural Killer ou
NK et Natural Killer T ou NKT).

2.2.1.1. Cellules myéloides

Chez la souris, il a été documenté au moins cing sous-populations intra-rénales de cellules
myéloides phagocytaires distinctes basées principalement sur l'expression des marqueurs d
surface cellulaire suivants : CD11b, CD11c, F4/80, CD103, CD14, CD16 et CD64. Ces sous-
populations sont réparties entre DC et monocytes/macrophages (Kawetkami2013) sur la
base du profil d’expression de ces marqueurs. En effet, il n’existe pas de marqueur spécifique de
chacune des populations. A titre d’exemple, il est admis que le niveau d’expression de F4/80
permet de distinguer les monocytes/macrophages des DC rénalketsa(l,i2008) (Hullet al.,

2015).

a) Cellules dendritiques

Les DC tissulaires, d’origine hématopoiétique, ont été¢ découvertes par Ralph Steinman et
Zanvil Cohn en 1970, soit 100 ans apres la toute premiere description des DC par Paul Langerhan:
en 1868. Elles ont pour fonction principale 1’activation et la régulation des lymphocytes T via la
présentation d’antigenes, en produisant des cytokines et des chimiokines. Elles participent aussi a
la tolérance du soi (Meraat al.2013).
Dans le rein sain, la majorité des DC residentes expriment CD11b, CD11c, F4/80, les molécules
de classe II du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) (Kriiger et al., 2004) et les
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molécules de cetimulation CD80/86. Une petite fraction d’entre elles sont CD8(+) et leur réle
dans le rein est mal compris (Ginhoetxal.,2009). Les DC sont majoritairement présentes dans
I’espace péritubulaire du cortex et sont trés peu nombreuses, voire quasiment absentes au niveau

des glomérules (Schwaet al.,2013).

b) Monocytes/macrophages

Les macrophages sont des cellules immunitaires innées avec une fonction phagocytaire
jouant un réle crucial dans la défense contre les agressions tissulaires ainsi que dans 1’homéostasie
tissulaire par la clairance des cellules mortes.

Les macrophages intra-rénaux ont une origine hématopoiétique. lls proviennent des monocytes e
expriment CD11b ainsi que F4/80 a un niveau trés élevé (Keigdr,2004). Dans le rein sain,

ils sont localisés exclusivement au niveau des tissus conjonctifs sous-capsulaire et périartériel
(Kaisslinget al.,1996).

2.2.1.2. Cellules lymphoides

Le rein sain de la souris contient un nombre tres réduit de lymphocytes, lesquels
comprennent principalement des cellules NK et des cellules Hhlistes dans 1’espace

péritubulaire (Kaisslingt al.,1996).

a) Cellules NK

Les cellules NK sont des cellules lymphoides innées jouant un role clé dans la surveillance
immunitaire et qui sont capables de répondre de maniére tres rapide au stress cellulaire.
Des travaux récents ont montré chez la souris que les cellules NK résidentes du rein possedent u
phénotype différent de celui des cellules NK circulantes. Ainsi, deux sous-populations de cellules
NK co-existent : les cellules NK CD49(-)DX5(+) et les cellules NK CD49(+)DX5(-). Ces
dernieres, identifiees en tant que cellules NK strictement résidentes, représentent 15-20% des
lymphocytes NK totaux (CD3(-)CD19(-)CMH-II(-)NK1.1(+) du rein et sont incapables de migrer
du tissu rénal vers la circulation sanguine contrairement aux cellules NK CD49(-)DX5(+)
(Victorino et al.,2015).

b) Cellules T

L’existence de cellules T résidentes dans les organes en contact avec le milieu extérieur
tels que le poumon ou le tissu cutané est bien documentée. De plus, ces compartiments T résiden

ont la caractéristigue de cellules dites « T non conventionnelles » dans des proportions plus
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élevées que dans les organes lymphoides primaires et secondaires (Goalfr@p15)(cf. 3°m®

partie de notre exposé introduktif

Seul le groupe de Hamid Rabb a abordé de maniéere systématique et directe la qudation de
possible existence de cellules T résidentes dans le rein sain. Ses travaux permettent de conclur
qu’a D’instar des autres tissus, il co-existe dans le rein en condition « steady state » des cellules T
conventionnelles et T non conventionnelles (Asebal.,2008).

Les lymphocytes T intra-rénaux expriment un récepteur T (TCR pour « T cell receptos ») tre
majoritairement TCRy3 (95% versus5% TCRyd). IlIs sont principalement CD4(+) (= 60%) mais

aussi CD8(+) (= 20%) et CD4(-)CD8(-) (Double Négatif ou DN) (= 20%).

De maniere remarquable, ils présentent un phénotype différent de celui des lymphocytes T
présents dans d’autres organes, tel que la rate. Ainsi, une partie significative d’entre eux (= 50%)
expriment des taux intermédiaires de CD3 (Aseobral., 2008), sont actés avec des niveaux
d’expression de CD69 plus ¢élevés et possedent un phénotype effecteur/mémoire
CD44(+)CD62L(+) (Ascoret al.,2008) On notera aussi qu’environ 10% des cellules T (CD3(+))
intra-rénales appartiennent au contingent iINKT (pour « invariant Natural Killer T ») (Asedn

2008), une population T non conventionnelle restreinte par la molécule CD1d (Bestdelac

2007) (Van Kaeret al., 2013) qui sera décrite en détail dans f3°Partie de notre exposé
introductif.

A I’image du foie et du poumon, la fréquence des cellul¥ non conventionnelles TCEB est

deux fois plus élevée dans le rein, comparativement a celle de la rate. Leur caractere T non
conventionnel est conforté par leur expression préférentielle du marqueur NK1.1, caractéristique
des cellules « T innées ». Plus récemment, cette population a été analysée sur le plan phénotypiqt
et fonctionnel. En situation normale, ces cellules expriment des niveaux élevés de CD69, CD28 et
de CDA40L, et proliferent de maniere spontanée, contrairement aux cellules T CD4(+) et CD8(+).
Elles expriment aussi des cytokines anti-inflammatoires IL-27 et IL-10, leur conférant des

propriétés anti-inflammatoires (Martiea al.,2016).

Enfin, le rein de la souris contient un faible pourcentage de cellid8(+)CD4(+)CD25(+) (=
2% des lymphocytes T). La moiti¢ d’entre-elles sont des lymphocytes Treg (poulT «
régulateurs ») identifiés par leur expression du facteur de transcription FoxP3, lequel constitue

leur signature fonctionnelle (Ascen al.,2008).

c) Cellules B

Les cellules B ne sont pas décrites comme ayant une localisation tissulaire en situation

normale. En effet, elles sont recrutées au niveau des organes non hématopoiétiques en cas ¢
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Iésions tissulaires (Parker, 2017). Dans le rein, elles sont quasiment inexistantes chez le rat et che
I’homme. Néanmoins, chez la souris, un nombre treés réduit de cellules B semble étre présent au

niveau du cortex rénal (Ascen al.2008).

2.2.2. Constituants non immunitaires

La composante non-immunitaire dé&nterstitium rénal comprend principalement des
fibroblastes et des progéniteurs endothéliaux mais également des péricytes (cf. partie 2.3.2 du
présent chapitre).

D’origine mésenchymateuse (LeBleu et al.,2013), les fibroblastes du rein ont une forme étoilée
avec de nombreux et fins prolongements qui se projettent sur les tubes et les capillaires
péritubulaires (Kaisslingt al.,1996). Par leur expression de molécules d’adhésion, de facteurs de
croissance, de chimiokines et de cytokines, les fibroblastes sont capables de réguler a la fois I

fibrogenése et la réponse inflammatoire €Qal.,2006).

2.3. La vascularisation rénale

La vascularisation rénale, de type terminale, peut étre subdivisée en quatre compartiments
majeurs : les artéres (de gros et moyen calibre), les veines, les capillaires (artéres de petit calibre
et les vaisseaux lymphatiques. L’ensemble de ces vaisseaux est bordé par une couche unique de
cellules dénommée endothélium.
Lors du développement embryonnaire, le mésoderme intermédiaire donne lieu & un progéniteur
mésenchymateux qui se différencie en un précurseur endothélial (angioblaste) puis en un
endothélium mature qui se spécialise pour aboutir a I’ensemble du systeme vasculaire rénal. Ce
processus dynamique implique les voies de signalisation du VEGF (pour « Vascular Endothelial
Growth Factor »), de Notch et des Sox (Kume, 2010).

2.3.1. Systeme endothélial rénal

Le cortex rénal représente la zone la plus dense en capillaires sanguins et regoit presque
90% du flux sanguin rénal, contre 10% pour la médullaire (Casellas et Mimran, 1981) (Abou
Ayache et Robert, 2003). Ceci entraine une différence d’osmolarité et de pression en oxygene
entre la corticale et la médullaire, laquelle explique en partie la diversité du réseau endothélial
rénal. En effet, les cellules endothéliales du cortex externe sont exposées a une osmolarité et a un
pression d’oxygéne normale tandis que celles de la région médullaire interne sont exposées a une
osmolarité élevée et a une teneur en oxygene relativement faible (Pannabecker et2Dayion,
(Kumar et Molitoris, 2015).
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Les artérioles efférentes provenant des glomérules du cortex constituent un réseau dense d
capillaires glomérulaires et péritubulaires riche en oxygene (Kumar et Molitoris, 2015). Les
artérioles efférentes provenant des glomérules juxtamédullaires aboutissevdsa leecta au

niveau de la médullaire, entourant ainsi I’anse de Henl¢ et le canal collecteur (Pannabecker et

Layton, 2014). Cette architecture vasculaire propre au rein explique la diminution de
I’oxygénation du tissu a partir du cortex jusqu’a la médullaire. Ce gradient d’oxygénation est
essentiel pour le maintien du gradient osmotique qui augmente en passant du cortex vers la

meédullaire (Kumar et Molitoris, 2015).

2.3.2. Péricytes

Les péricytes, également dénommeés cellules de Rouget, sont des cellules
mésenchymateuses d’origine mésodermique, fortement ramifiées et entourant les cellules
endothéliales des microvaisseaux de 1’organisme (Armulik et al.2005). Avec leurs propriétés
contractiles, les péricytes sont capables de moduler le flux sanguin capillaire de différents organes,
contrblant ainsi le débit sanguin et agissant sur la perméabilité et l'intégrité microvasculaire de
I’organisme. Les péricytes du rein, plus nombreux au niveau de lavasa rectade la médullaire
externe ou la régulation du débit sanguin est la plus élevée, constituent ainsi une composante

importante de la microvascularisation rénale (Crawébral.,2011).

2.4. Systeme lymphatique

Le rein est un organe qui est parcouru par un réseau lymphatique important pour le
drainage des fluides interstitiels. Notons que I'endothélium lymphatique rénal est moins bien
caractérisé que I’endothélium vasculaire (Stolz et Sims-Lucas, 2015). Les vaisseaux lymphatiques
du rein sont reliés aux ganglions lymphatiques, situés a proximité du hile et autour de l@®rte et
la veine cave.
Ces ganglions patrticipent a la tolérance aux Ag solubles, en particulier aux protéines circulantes
constituant le sang ou encore aux antigenes alimentaires. Ainsi, apres la filtration glomérsilaire,
protéinesde bas poids moléculaire (inférieur a celui de I’albumine) diffusent rapidement vers les
les ganglions lymphatiques drainant le rein ou elles sont capturées et présentées par des DC e
association avec des molécules du CMH de classe | aux cellules T CD8(+). En I'absence de
lymphocytes T CD4(+), I'activation des lymphocytes T CD8(+) est inefficace, et la présentation
desAg entraine la suppression périphérique des cellules T CD8(+) autoréactives (ou spécifiques
d’Ag alimentaires), agissant comme un mécanisme de maintien de l'auto-tolérance (Lukacs-
Korneket al.,2008).
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Par ailleurs, plusieurs travaux ont décrit un mécanisme de protection par les macrophages M2
producteurs d’IL-10/TGF$ dans un mod¢le de néphropathie induite par I’adriamycine (Cao et
al.,2010) (Cacet al.,2011). Cette protection repose sur leur capacité a augmenter le nombre de

cellules Treg au sein des ganglions lymphatiques drainant le rein.

Chapitre Il : La transplantation d’organe, un traitement de choix de

Pinsuffisance rénale terminale

1. L’insuffisance rénale terminale (IRT)

L’insuffisance rénale est définie par une réduction de la filtration glomérulaire avec une
diurese conservée ou non. Ceci a pour conséguence une accumulation de métabolites toxiques
comme ['urée, et une perturbation hydroélectrolytique (hyperkaliémie et hyperhydratation) et
acidobasique de I’organisme (Thadhani et al.1996). Parvenue au stade termiraksuffisance
rénale est associée a un risque élevé de mortalité et de morbidité nécessitant une technique d

suppléance ou la transplantation rénale.

2. La transplantation rénale

2.1. Généralités

La transplantation de rein est le traitement de choix de l’insuffisance rénale terminale
offrant une meilleure survie et une meilleure qualité de vie aux patients tout en étant plus
économique pour la société que la prise en charge en dialyse. Depuis 1959, année de la premiér
greffe rénale réalisée en France, le nombre de patients en attente de greffe rémsisende

s’accroitre. Ce nombre est bien supérieur au nombre de patients transplantésTjadneau(l).

Tableau 1: Evolutionde la liste d’attente de transplantation rénale et devenir (Rapport annuel de 1’ Agence de la
Biomédecine, 2017)

Année 2006 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Inscriptions sur liste

d’attente de greffe 6125 7602 8476 9089 9889 10813 11794 12459
rénale

Nombre de greffes 2731 2893 2976 3044 3074 3232 3486 /

2.2. Etats des lieux en France

En 2015, 473mouveaux malades, dont I’age moyen est de 53 ans, ont été inscrits sur la

liste nationale d’attente pour une greffe rénale. Environ 21% de ces nouveaux inscrits sont agés de
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plus de 65 ans, chez qui le diabéte et les complications cardiovasculaires sont les plus fréquentes
augmentant le risque de comorbidftéAgence de la biomédecine-Le rapport annuel médical et
scientifique 2015 », 2017).

Selon I’ Agence de la Biomédecine, I’année 2015 enregistre une augmentation de 1’activité de greffe

rénale remarquable atteignant le plus grand nombre de greffes annuelles jamais réalisées. En effet,
486 greffes rénales ont été réalisées en France, soit 52,4 par million d’habitants et une augmentation

de 7,9% par rapport a I’année précédente. Ceci a été possible grace aux nouvelles recommandations
visant a faire face a la pénurie de greffons. L une de ces principales démarches consiste a prélever

des organes non seulement issus de donneurs en mort encéphalique, mais aussi apres arr
circulatoire et de donneurs dits « a critéeres élargis » (passant de 6,1% en 2011 a 60,2% en 2015
Ces derniers sont définis comme les donneurs agés de plus de 60 ans ou de 50 a 59 ans présent:
au moins deux des facteurs de risque suivants: cause de déces vasculaire, antécéder
d’hypertension artérielle et créatininémie supérieure a 130 pmol/I.

Depuis 2011, un programme national de préservation dynamique des greffons par machine a
perfusion est développé pour les reins de donneurs a critéres élargis dans le but d’optimiser les
résultatsde ce type de greffe. En 2015, plus de la moiti¢ de ces reins ont bénéficié d’une
préservation dynamique par machine a perfusion avec significativement moins de reprise différée
de fonction par rapport a la préservation statique. La réduction de la digodémlic froide, qui est

un parametre impactant la reprise de fonction des greffons ainsi que leur survie a long terme, es

également un objectif dans cette optimisation des greffons issus de donneurs a criteres élargis.
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Chapitre III : Syndrome d’ischémie-reperfusion (IR)

1. Définition et physiopathologie

L’ischémie est définie comme 1’arrét de I’apport sanguin au sein d’un tissu ou d’un organe
irrigué par une artere terminale. Cette interruption de flux dans le réseau vasculaire conduit a la
privation des cellules en nutriments et en oxygene, ou hypoxie, provoquant une altération du

métabolisme cellulaire dans la zone d’ischémie.

L’environnement hypoxique induit une baisse du pH et du taux d’ATP intracellulaires provoquée

par une perturbation du métdlsme anaérobie et I’accumulation de lactate. Ceci a pour
conséquence I’altération et I’inactivation des transporteurs d'ions dépendant de I'ATPase, comme

la pompe NA/K, contribuant ainsi & un déséquilibre ionique (élévation des concentrations de
sodium intracellulaire associée a une baisse concomitante de celles du potassium) et a
I’augmentation des concentrations intracellulaire et mitochondriale de calcium (Eltzschig et Eckle,

2011). Ce surplus de calcium intracellulaire active les voies apoptotiques de mort cellulaire. Le
manque d'ATP entraine également un déséquilibre hydrique au sein de la cellule, provoquant un
cedéme cellulaire puis la mort des cellules par nécrose. Celle-ci résulte d’une rupture par
turgescence des membranes plasmiques et des membranes des organites intracellulaires. L'étend
des 1ésions tissulaires est proportionnelle a I’intensité et a la durée de I’ischémie et dépend de la

nature du tissu lésé (Kalogedtsal.,2012).

La reperfusion désigne le processus par lequel on effécitgstauration de 1’apport sanguin au

tissu ou a l'organe aprés une période d’ischémie. Bien que nécessaire pour rétablir la
réoxygénation de l’organe, la réperfusion entraine 1’accumulation d’especes réactives de
I’oxygénes (ERO) caractérisant le « paradoxe de I'oxygene(Hooper, 2004) ainsi que 1’activation

du systeme immunitaire inné et la production de cytokines pro-inflammatoires dans la région
d’ischémie (Jang et Rabb, 2015). La reperfusion est aussi a 1’origine d’un stress du réticulum
endoplasmique (RE) (Senft et Ronai, 2015) et du développement de micro-thrombi au niveau des
capillaires qui ne peuvent plus assurer la réoxygénation du tissu lésé (phénomeéne de no-reflow)
(Brodskyet al.,2002) L’ensemble de ces phénomenes amplifie et exacerbe les Iésions tissulaires
engendrées par [’hypoxie initiale. Il en résulte une mort cellulaire par des mécanismes nécrotique,
nécroaptotique, apoptotique et autophagique (Hotclekiak,2009).

Ces événements contribuent a la genese de lésions graves namcigeatesein de 1’organe

concerné mais aussi a distani® la libération de médiateurs solubles. Ainsi, il a été démontré
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qu’une séquence d’IR hépatique chez le petit animal entraine la sécrétion d’IL-17A, laquelle

induit une réaction inflammatoire dans d'autres organes comme l'intestin et les reins, aboutissant ¢
un dysfonctionnement multiorganique (Patlal.,2011).

L’IR est associée a diverses pathologies telles que l'infarctus du myocarde, l'accident vasculaire

cérébral ischémique, les maladies wisices périphériques, 1’apnée du sommeil, les chirurgies
cardiothoraciques, vasculaire et générale, I’insuffisance rénale aigué et bien entendu aussi la
transplantation d’organe (Eltzschig et Eckle, 2011) (Kalogeris et al., 2012). Dans cette derniere
situation clinique, I’'IR est une séquence inévitable qui est a I’origine de processus
physiopathologiques contribuant aux 1ésions du greffon. Lorsqu’elles sont séveéres, ces lésions

peuvent provoquer un dysfonctionnement global du greffon et ainsi entrainer une diminution de sa
durée de vie.

De nos jours, des concepts émergents révelent linfluence du microbiote intestinal
(Pluznick, 2016), du systeme nerveux sympathique et parasympathique (Lambert et Schlaich,
2017), des changements épigénétiques (Mtaral., 2015) (Heylenet al.,, 2016) et des
microparticules (Choet al.,2014)dans la physiopathologie de I’IR associée a la transplantation
rénale. Ces données récentes de la littérature devraient contribuer a élaborer de nouvelles
approches thérapeutiques visanlimiter les lésions d’IR et a favoriser les mécanismes de

régénération et réparation tissulaires aprés un épisode ischémique.

2. Conséquences de ’'IR

Comme décrit plus haut, la souffrance des cellules endothéliales et épithéliales au cours de
I’IR se traduit par la mise en jeu de différents programmes de mort cellulaire. Cette souffrance
tissulaire est directement liée au manque d’O, durant la phase ischémique et au stress oxydant qui
survient durant la phase de reperfusion. L’ensemble de ces processus conduit au déclenchement
d’une réponse inflammatoire stérile au niveau du territoire ayant subi I’IR et a la mise en place de
mécanismes de réparation cellulaire qui a plus long terme peuvent contribuer a I’installation d’une
fibrose interstitielle. Cettalerniére survient quand I’IR est sévére et que les processus de
réparation tissulaire échouent a restaurer I’intégrité tissulaire.
Ci-aprés,nous développerons les conséquences cellulaires et tissulaires de I’IR rénale liées au

stress oxydant.

2.1. Le stress oxydant
L'oxygéne moléculaire (£) est un élément essentiel dans I’homéostasie et la survie des

cellules de I’organisme. Il assure le fonctionnement cellulaire en tant que substrat de la production
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d’ATP, mais aussi d’ERO et de monoxyde d’azote (NO) par la mitochondrie et de nombreuses
réactions biochimiques intracellulaires.

En condition physiologique, les mitochondries transforment 1’0, en ERO comme sous-produits de

la respiration dont la production basale contribue aux fonctions cellulaires (survie, homéostasie
des cellules). Néanmoins, leur production excessive aboutit a un déséquilibre de la balance oxydo-
réductrice, lequel est délétere pour les protéines, les lipides, les acides nucléiques, les voies di
signalisation cellulaire et la transcripticitérant de ce fait I’ensemble du métabolisme cellulaire
(Nakazaweet al.2016). Ainsi, lors des phénoménes ischémiques, le manque d’O; provoque 1’arrét

de la chaine respiratoire mitochondriale, entrainant une accumulation d’électrons au niveau de

certains de ses complexes (1) (1) (1l1) (IV) et (V). Il en résulte une altératidiorttiionnement
mitochondrial et une diminution de la production d’ATP (Kezic et al., 2016). Lors de la
reperfusion, les électrons libérés réagissent avec I’afflux d’O,, cette réaction générant des radicaux
hydroxylés toxiques pour I’ADN. Cette atteinte oxydative de I’ADN met en jeu I’enzyme
nucléaire PARP-1 (pour « PolyADP-Ribose polymerasg-dont I’activation aboutit a une chute

des taux d’ATP et in fine a la nécrose des cellules (Pacher et Szabo, 2008).

Un mécanisme complémentaire responsable de dommages tissulaires par stress oxydatif lors de |
reperfusion est celui conduisant a la formation du péroxynitrite ON@Oagent oxydant connu

pour sa forte cytotoxicité. Il est généré par une réaction entre les radicaux supeedxgdd®©
résultant de I’activation de la NO synthase endothéliale (eNOS) ou bien encore entre les radicaux
superoxydes et la NADPH (pour « Nicotinamide Adenine Dinucleoitide Phosphatgdase. En

effet, eNOS et la NADPH oxydase sont surexprimées par les cellules en souffrance ischémique
(Hooper, 2004).

2.2. Adaptation cellulaire a la variation d’oxygéne

L’hypoxie induite par la phase ischémique de I’IR déclenche des réponses cellulaires
adaptatives complexes assurant les fonctions métabolique et bioénergétique des cellules au sein ¢
I’organe non oxygéné (Lee et Simon, 2015). Cette adaptation aux variations de 1’O, repose sur des
mécanismes de survie/protection cellulaire impliqguant les facteurs ramscription HIF
(pour « Hypoxia Induced Factor »), notamment HdFet HIF-2a, la protéine mTOR-1 (pour «
mammalian Target Of Rapamyoi) I’AMPK (pour « AMP-dependent protein Kinasg, 1’a-
cétoglutarate, des microARN, les protéines Atg (pour « autophagy-related ») et celesuliée
stress du RE (Qiu et Simon, 2015). Ces mécanismes participent aux changements du métabolism
cellulaire, de la migration cellulaire, de I'angiogenese, de 1'inflammation, de 1’érythropoicse, de la

respiration cellulaire et dwiictionnement global de 1’organe (Ratcliffe, 2013).
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Les cellules rénales, et en particulier les cellules endothéliales, possedent un arsenal antioxydan
comprenant des effecteurs enzymatiques (la superoxyde dismutase, la glutathion S-transférase, |
NO-synthase, la glutathion peroxydase et la catalase) etmgmatiques (1’acide ascorbique et

le glutathion) leur permettant de lutter rapidement contre le stress oxydatif causé par le
microenvironnement, en particulier ischémique (Dobaslzl., 2000) (Yinet al.,2001) (Negre-
Salvayreet al.,2009) (Korkmaz et Kolankaya, 2009) (Tetnal.,2015) (Erbatuet al.,2017).

D’autres enzymes sont impliquées, de facon indirecte, dans la défense antioxydante suite a une IR

rénale. L’héme-oxygénase 1 (HO-1) initialement décrite pour étre impliquée dans la dégradation
de I’héme, fait partie de cet arsenal. Cette enzyme est particulierement sensible aux variations

d’O;, tissulaire et est induite par le stress oxydatif, I’hypoxie ou certaines cytokines. Ainsi, la
surexpression de HO<t son activation, aprés IR rénale chez 1’animal, inhibe 1’inflammation et
I’apoptose des cellules endothéliales et épithéliales, et contribue au remodelage vasculaire par néo-
vascularisation et angiogenése (Chkeal.,2015).

Un autre mécanisme de défense vidsadu stress oxydant généré par I’IR est la voie NRF-2

(pour « Nuclear Factor erythroid-2-Related Facte)-2A 1’état basal, NRF-2 est séquestré dans le
cytoplasme et est rapidement dégrdgiés le protéasome. Lors d’un stress oxydant associé a I’IR

rénale, NRF-2 est phosphorylg#ansféré sous forme active dans le noyau puis se fixe sur la
séquence promotrice ARE (pour « Antioxydant Responsive Element ») @il@zu2017). Cette

région ARE est connue pour moduler I’expression de nhombreux génes intervenant dans la lutte
contre le stress oxydatif et la détoxification. Enfin, les cassures au niveau de 'ADN génomique
induitespar les ERO au cours de I’IR, entrainent la mise en place de systémes complexes de
réparation. A cet égard, la protéine intracellulaire TRIP13, récemment identifiée comme facteu
impliqué dans la régulation des voies associées a la réparation de I'ADN, protége les cellules
épithéliales tubulaires contre les Iésions rénales aigués induites garuR mécanisme mettant

en jeu la protéine p53 (Presslyal.,2017).

2.3. Conséquences tissulaires

La distribution inégale de 1’0, au sein du parenchyme rénal avec des niveaux élevés dans
le cortex, intermédiaires dans la médulla externe et tres bas dans les papilles, explique la
susceptibilité différentielle qui existe entre les différentes zones du rein a I’IR (Kalogeris et al.,
2012). Ainsi, le segment S3 du tube proximal, qui est un épithélium polarisé, monocouche et
hautement spécialisé, situé au niveau de la médullaire externe, est particulierement sensible au:

Iésions d’IR (Bonventre et Yang, 2011). De plus, en contact permanent avec le flux sanguin,
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I’endothélium vasculaire rénal est particuliérement sensible aux variations d’O; et de nutriment

imposées par I'IR.

2.3.1. Conséquences sur ’endothélium et la microvascularisation

La microcirculation est rapidement impactée par I'nypoxie et le stress oxydatif générés au
cours de I’IR. Les changements dans le glycocalyx, constituant I’endothélium rénal, provoque une
perturbation de la perméabilité vasculaire et une activation des cellules endothéliales. L’activation
endothéliale se traduit par D’expression de marqueurs de surface cellulaire favorisant le
recrutement et I'adhésion des cellules inflammatoires et aaspés. L’expression de molécules
d’adhésion, telles que ICAM-1 (pour « InterCellular Adhesion Molecule ») et VCAM-1
(pour « Vascular Cell Adhesion Molecule »), a la surface des cellules endothéliales, est
étroitement liée a la souffrance ischémique. &fet, cette expression s’accompagne d’un
recrutement trés précoce des cellules inflammatoires, en particulier des PNN (polynucléaire
neutrophiles) et des monocytes/macrophages mais également des lymphocytes, mettant en jeu de
molécules chimoattractantes libérées par les cellules en souffrance. Ainsi les souris invalidées
pour le géne codant la molécule d’adhésion ICAM-1 présentent apres IR rénale une infiltration par
les PNN réduite et une protection contre la nécrose tubulaire aigué (Kallyl&96).

La perméabilité vasculaire accrue, I’cedéme interstitiel, 1’adhésion leucocytaire, le stress oxydatif,

la vasoconstriction par production de prostaglandines, 1’agrégation plaquettaire et la formation de
microthombi, perturbent le flux sanguin et empéchantygénation des cellules, conduisant a un
phénoméne local de « meflow » ou I’obstruction des capillaires vasculaires ne permet pas la

bonne réoxygénation de tissu ou de I’organe, majorant ainsi les lésions d’ischémie (Zuk et
Bonventre, 2016). Ceci a pour conséquence une réduction importante de la densité capillaire
péritubulaire, laquelle s’accompagne d’une baisse de I’expression du VEGF et a une surexpression

de TGF (pour « Transforming Growth Factifi1, déclenchant la mise en place d’une fibrose
interstitielle (Basileet al.,2001).

Le VEGF est un facteur important dans la survie, la réparation et le maintien de la fonction
endothéliale rénale (Kumar et Molitoris, 2015). De plus, le réle du VEGF et de son récepteur
exprimé a la surface des celiulbndothéliales, en particulier glomérulaires, dans 1’amélioration de

la perméabilité endothéliale, a été apportée (Roberts et Palade 1995).

Au cours de I’'IR, les péricytes du rein sont la cible de divers stimuli endogeénes, notamment, des
ERO et du NO (Edward®t al.2011). Une fois activés, ils se détachent des capillaires
péritubulaires (Schrimpfet al., 2012), migrent vers linterstitium et se différencient en
myofibroblastes (Chert al., 2011). Le détachement des péricytes de I'endothélium altere sa
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perméabilité et conduit finalement & une perte de microvasculation rénale (Kumar et Molitoris,
2015). La perte rapide de péricytes, aprés IR rénale chez la souris, est également associée a ur
apoptose des cellules épithéliales tubulaires (Leshas,2016).

2.3.2. Conséquences sur I’épithélium rénal

Au cours de I'IR rénale, la souffrance épithéliale tubulaire se traduit par la surexpression et
la libération de protéines comme NGAL (pour « Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin ») du
tube collecteuret de I’anse de Henlé¢ (Gong et al.,, 2012) (Zhanget al., 2016) et KIM41
(pour « Kidney Injury Molecul-1») (Brooks et Bonventre, 2015) du tube proximal, lesquelles
jouent un réle important dans la réponse inflammatoire au cours de I’IR.
La molécule KIM-1 (également connue sous le nom de TIM-1, pour « T cell Immunoglobulin and
Mucin domain-1 » et HAVcr-1, pour « Hepatitis A Virus cellular receptor-1r ») est une molécule
de surface cellulaire appartenant a la superfamille des immunoglobulines dont I’expression, au
niveau des cellules épithéliales du tubule proximal, est augmentée aprés IR rénale. Cette
surexpression de KIM-1 confere aux cellules épithéliales des propriétés phagocytaires leur
permettant de reconnaitre et d’éliminer les cellules apoptotiques et nécrotiques et d’influencer la
réponse inflammatoire par la production de cytokines pro-inflammatoires (¥aag, 2015).
Quant a la protéine NGAL, qui appartient a la famille des lipocalines, elle a été initialement
identifiee comme facteur secrété par PNN activés, lors d’infections microbienne, pour inhiber
la croissance des bactéries pathogénes. NGAL est aussi surexprimée par les celluliegespithé
du rein au niveau du tube distal, de I’anse de Henl¢é et du canal collecteur, apres des dommages
tissulaires. Une fois libérée dans le milieu extracellulaire, cette protéine possede des effets anti-
apoptotiques et induit une prolifération importante des tubules rénaux aprées insuffisance rénale
aigué (IRA) (Mishreet al.,2003) (Singeet al.,2013).
En clinique, les récentes études associent KIM-1 et la NGAL a la souffrance tissulaire et les
identifient comme de nouveaux biomarqueurs, urinaires et sanguin, précoces de I atteinte
tubulaire, plus spécifiques et prédictifs de la reprise différée de fonction rénale que la créatinine
plasmatique (Mishrat al.,2003) (Singeet al.,2013) (Brooks et Bonventre, 2015).
D’autres protéines qui sont sur-exprimées par 1’épithélium tubulaire aprés IR comme HO-1 (Chen
et al., 2015) et les protéines HSP (pour « Heat Shock Protein »), en particulier HSP-7&t (Kim
al., 2014), sont libérées par les cellules survivantes comme une forme d’adaptation aux stress
induit par I’'IR via la mise en place de processus de survie cellulaire, indispensable pour

I’installation des processus de réparation tissulaire.
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2.4. La réparation tissulaire et fibrose interstitielle
2.4.1. La réparation tissulaire

Les cellules tubulaires épithéliales du rein ont une capacité remarquable de régepérati
de prolifération suite a une |ésion #@&naigué. Ce potenticl régénérateur leur permet de s’adapter
a leur nouvel environnement et de garantir le maintien d’une fonction biologique normale. Il
dépend de I’intensité et la durée du stress subi par le tissu. Ainsi, lors d’un stress biologique
moderé, les cellules épithéliales endommagées sont capables d’initier des voies de réparation qui
permettent une récupération et une réparation rapide de I’intégrité cellulaire. En effet, les cellules
tubulaires ayant survécu au stress ischémigie, la régulation positive de HIFel se
dédifférencient en cellules mésenchymateuses pour combler le vide laissé par les cellules rénale
mortes etn fine participer au remodelage et a la réparation tissulaire.
A linverse, un stress cellulaire sévére comme celui provoqué par I'IR conduit les cellules
épithéliales tubulaires a activer les voies de mort cellulaire, entrainant une perte de cellules
fonctionnelles dans le rein (Havasi et Borkan, 2011). Ce phénoméne impacte la viabilité & long
terme du rein et contribue au développement d’une fibrose tubulo-interstitielle pouvant conduire a
une dysfonction rénale chronique (Venkatachadail.,2010).
Le rble protecteur de HIFelet son implication dans la réparation tissulaire aprés IR rénale
mettent en jeu les microARN et notamment le miR-127-3p (Cendé, 2017).Ainsi, le réle du
miR-146a en tant que médiateur de la réponse tubulaire et inflammatoire aprés IR rénale, a été
démontré¢ par ['utilisation de souris déficientes en microRNA-146a « sourigmiR-146a"» qui
présentent des lésions tubulaire sévéres, un infiltrat inflammatoire important et une fibrose accrue.
Le miR-146a protége des Iésions d’IR en inhibant I’activit¢é IRAK-1 (pour «IL-1 Receptor-
Associated Kinase 1), I’expression de NF-xB (pour « Nuclear FactokB ») et par conséquent de
CXCL-1, limitant ainsi le développement des 1ésions ischémiques responsables de 1’insuffisance
rénale aigué (IRA) et la progression vers une insuffisance rénale chronique (Ameoudhe
2017).

Dans les cas extrémes d’IRA, liée a I’IR, ou le rein est incapable de se régénérer, une insuffisance
rénale chronique s’installe. Cette derniére est généralement causée par la mise en place d’une
fibrose interstitielle.En effet, 1'IR entraine des Iésions tubulaires et vasculaires ainsi qu’une
inflammation interstitielle devant étre contrblées pour éviter le développement de cette fibrose

interstitielle.
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2.4.2. La fibrose interstitielle rénale

Le mécanisme pathologique de la fibrose rénale correspond a une accumulation excessive
de la matrice extracellulaire, une prolifération des fibroblastes interstitiels résidents remplacant le
parenchyme rénal, une dilatation tubulaire, une atrophie et une infiltration de cellules
inflammatoires résultant de I'apoptose et la nécrose des cellules tubulaires et un
dysfonctionnement global de 1’organe. Ainsi, [’étude des mécanismes fibrosants et
I’indentification de molécules anti-fibrosants sont d’une importance majeure.

La mise en place de la fibrose tubulointerstitielle met en jeu un ensemble de facteurs qui
comprennent le TGB; le CTGF (pour « Connective Tissue Growth Factor »), PAI-1 (pour

« Plasminogen Activator Inhibitorsd), la voie de signalisation NFxB, la NADPH-oxydase,
I’ostéopontine, le TNFe, le bFGF (pour « Basic Fibroblast Growth Factor ») des molécules
d’adhésion vasculaire comme VCAM-1 (Klahr et Morrissey, 2000) et le récepteur de la (pro)
rénine (PRR).L’ensemble de ces facteurs entraine une production accrue de protéines de la
matrice extracellulaire, qui est principalement faite de fibronectine et de collagene.

Dans I’exposé qui suit, nous nous centrerons sur le TGF-§ et le PRR ainsi que sur I’implication

particuliere des péricytes.

La voie de signalisation la plus connue et la plus décrite dans la mise en place des phénoméne
fibrosants est sans nul doute celle du TE5Et en particulier de I’isoforme TGF-B1. Ce dernier

est largement exprimé par toutes les cellules du rein et en particulier au niveau des glomérules, e
par les macrophages. Au cours de 'R, le stress oxydatif résultant provoque une augmentation de
I'expression TGH-a la surface des cellules mésangiales. Cette surexpression est sous 1’action de
l'angiotensine 1l (Klahr et Morrissey, 2000) (Noguegt al., 2017). L’activation du TGF-$
participe a la prolifération, la différenciation et la migration cellulaires, au contrdle de la réponse
immunitaire, a la prolifération des fibroblastes et a la stimulation du stress oxjaléitittivité de

la NADPH oxydase mésangiale (Nogueira, Pires, et Oliveira, 2017). La conséquence est
I’accumulation de matrice extracellulaire dense dans I’interstitiel rénal. La rénine et I'aldostérone
semblent également avoir des effets fibrogénes et cet effet ne parait gakaédp ’action de
I’angiotensine II (Nogueira, Pires, et Oliveira, 2017).

Une étude récente rapporte une surexpression du récepteur de PRR par 1’épithélium tubulaire rénal

aprés une IR rénale chez la souris. Cette surexpression est associée a une accumulation ¢
fibronectine et d’a-SMA (pour «a-Smooth Muscle Actin ») ce qui favorise la fibrose interstitielle

via la voie de signalisation Wnt/B-caténine. De plus, aprés une insuffisance rénale chronique,
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I’analyse histologique de biopsie rénale a également révélé une surexpression daleRRReZEn
I’homme (Li et al.,, 2017). De nombreux travaux ont exploré la possibilité de prévenir
pharmacologiquement la fibrose, partant d’observations cliniques et expérimentales. Ainsi, une
administration d'a-Klotho, protéine fortement exprimée dans le rein et possédant des propriétés
anti-fibrotiques, entraine la réduction des l1ésions d’IR et atténue la fibrose interstitielle (Hu et al.,

2017).

Les péricytes, en se détachant de 1’endothélium vasculaire aprés IR rénale, proliferent de maniére
excessive, perdent leur capacité a produire I’EPO (Erythropoiétine) et se transforment en
myofibroblastes capables de synthétiser les composants protéiques de la matrice extracellulaire
(Kloc et al., 2015) (Kramann et Humphreys, 2014). Les péricytes sont considérés comme la
principale source de myofibroblastes. Ce processus de transformation est initié par la mise en jeL
des voies de signalisation du VEGF, produit par les péricytes eux-mémes, et du PDGF
(pour « Platelet-Derived Growth Factor ») produit par les cellules endothéliales (Kramann et
Humphreys, 2014) (Kloet al.,2015).

Enfin, comme nous le traiterons dans le chapitre suivant, le systéeme immunitaire inné a une place
centrale dans le processus inflammatoire associ¢ a I’IR rénale. Or il est aussi une composante
essentielle de la réparation tissulaire et de la mise en place de la fibrose tubulointerstitielle. Ainsi,
les macrophages piiaflammatoires recrutés dans les heures qui suivent I’IR se polarisent au bout

de 5 a 7 jours en macrophages anti-inflammatoires de type M2. Ces derniers produisenf3du TGF-

et de I’'IL-10 indispensables au processus de réparation tissulaire (Huen et Cantley, 2017).

3. Mécanismes de I’inflammation stérile médiée par I’IR

Les changements métabailig, la production d’ERO, le stress du RE, les perturbations de
la fonction mitochondriale et la souffrance tissulaire sont autant d’éléments complémentaires
convergents de la réaction inflammatoire responsable des Iésions associées a I’IR rénale. Cette
inflammation, qui n’est pas déclenchée par un agent pathogéne mais par des signaux liés au stress
cellulaire, est déenommée « inflammation stérsile\ 1’image de I’inflammation médiée par un
agent pathogene, I’inflammation stérile met en jeu les cellules et les médiateurs de I’immunité
innée afin de faire face aux dommages tissulaires et d’initier la réparation des dégats engendrés.
Selon cette définition, I’IR rénale en expérimentation animale est donc un modele d’inflammation
stérile. L’ensemble des données présentées ci-dessous sont issues de travaux de la littérature

réalisés en modélisant I’IR rénale chez la souris.
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3.1. Initiation du processus immuno-inflammatoire

En réponse a I'IR, les cellules endothéliales et épithéliales, par leur expression de
molécules d’adhésion comprenant ICAM-1, VCAM-1 (Burneet al.,2001), les sélectines (E, L et
P) et les intégrines B 1, 2 et 3 (McEver, 2015) ainsi que par leur production de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNé;-1’IL-1B, I’'IFN-y, I’IL-6 (Dinarello, 200Q)I’IL-18 (Yanget al.,
2015), I'IL-12, ’IL-17A (Li et al.,2010) et I'IL-17F (Riedekt al.,2016), elles-mémes aboutissant
a leur production de chimwlines, contribuent a I’initiation de la réponse immuno-inflammatoire

responsable des Iésions tissulaires (Bonventre et Yang, 2011).

Chronologiquement, la barriere endothéliale rénale, par la modification de sa perméabilité
vasculaire au cours de I’IR, facilite 'infiltration des leucocytes dans le parenchyme rénal, initiant
par conséquent la réponse inflammatoire prédocitu (Molitoris et Sutton, 2004). La perte de
molécules telles que la nétrine-1 (Ranganattaal.,2013) et la S1P1R (pour « Sphingosine-1-
Phosphate 1 Receptor ») (Hanal.,2014) impliquées dans le maintien de 1’intégrité tissulaire,
ou encore la surexpression de molécules d'adhésion par I’endothélium rénal, favorisent
I’extravasation des cellules immunitaires vers le rein 1€sé, contribuant ainsi a la réponse
inflammatoire.
L'épithélium tubulaire rénal, site majeur de souffrancdeetort cellulaires au cours de I’IR,
participe également a I’initiation de la réponse immuno-inflammatoire par des processus mettant
en jeu des facteurs membranaires, intracellulaires et nucléaires. Au cours de I'IR, les cellules
tubulaires du segment S3 activées TLR2 et TLR4, libérentds cytokines IL-6, TNFe et 1L-1-
B. Ces cellules expriment également le facteur de transcription IRF-1 (pour « Interferon
Regulatory Factor-1 ») (Winterbegg al.,2013), la voie des Rho kinase (Prakashl.,2008), et
les molécules CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) (Niemann-Masael.,2002), qui contribuent a la

réponse immuno-inflammatoir€igure 2).
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Figure 2 : Principaux événements immundaflammatoires déclenchés par I’IR rénale chez la souris.

Soulignons enfin la contributio des DC résidentes dont I’activation rapide entraine leur
production de TNFe et d’IFN-y, principaux inducteurs de la production locale de chimiokines.
L’activation précoce et conjointe des cellules endothéliales, épithéliales tubulaires et immunitaires
résidentes, par cette production de cytokines pro-inflammatoires mais aussi par I'activation de la
cascade du complément, les ERO, le facteuBlleu encore les voies de signalisation associées

a l’activation des TLR convergent vers leur propre production de chimiokines, principal
mécanisme du recrutement leucocytaire.

Les principales chimiokines impliquées sont CCL2/MCP-1 (pour « Monocyte Chemoattractant
Protein-1 »), CCL5/RANTES (pour « Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted »), CXCL-9/MIG (pour « Monokine Induced by Gamma interferon »), CXCB-10/I

(pour «Interferon y-induced Protein »), CXCL-1/KC (équivaledd 1I’'TL-8 chez I’homme) et I’IL-

17A. Elles jouent un rdle clé dans le recrutement et I1’activation des PNN, des
monocytes/macrophages et des lymphocytes T, NK et NKT (Farber, 1997) (Chung et Lan, 2011)
(Figure 3).
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Figure 3 : Principales chimiokines impliquées en IR rénale et leurs cibl
immunitaires. D’aprés Chung et al.,2011

3.2. Recrutement leucocytaire

Dans les premieres 24 heures qui suivent la reperfusion, un recrutement important de
cellules immunitaires est observé. Cet infiltrat est principalement composé de PNN, de
monocytes/macrophages et de différentes populations lymphocytaires innées (cellules NK) ainsi
gue des populations lymphocytaires T et B ayant un caractére inné (cellules NKT &tigufe (
4).

Les monocytes/macrophages et les PNNDés 30 minutes suivant le déclenchement de la
séquence d’IR, des PNN et des monocytes circulants (qui se différencieronin situ en
macrophages pro-inflammatoires dits de typdl») sont recrutés. Ce recrutement atteint un pic
a 24 heures et persiste jusqu’a 7 jour post-IR (Ysebaertet al., 2000). Ces cellules de
I’inflammation produisent des ERO, tels que le H,Oz et le NO et des cytokines pro-inflammatoires

exacerbant les Iésions tissulaires.
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Figure 4 : Analyse de infiltrat leucocytaire intra-rénal apres IR chez la sourisLes
différentes populations leucocytaires ont été identifiées par cytométrie en flux dan:
fenétre des cellules vivantes CD45(+) 7AADD aprés Li et Okusa, 2010.

Les PNN Le recrutement et I’activation des PNN qui dépend en partie de I’'IL-17 induit une
production d’IL-17A par ces derniéres, de maniére dépendante de I'IL-23. Cette boucle
d’amplification permet d’attirer de plus en plus de PNN activés au site de 1’inflammation,

participant de ce fait a I’aggravation des dommages tissulaires (Li et al.,2010).

Les cellules NKT. Le recrutement de PNN, qui est requis dans la genese des lésions rénales, met
en jeu les cellules iNKT. En effet, le groug8kuza a montré que les souris dépourvues de

cellules INKT avaient moins de lésions rénales et moins de recrutement de PNN producteurs
d’TFN-y et d’IL-17 (Li et al.,2007). Dans un travail indépendant, le recrutement des cellules NKT

a été observé des 3 heures aprés la reperfusion (As@dn2006). Il faut noter que les cellules

NKT constituent une population lymphocytaire T hétérogéne qu’on peut classer en NKT de type |

et Il. Pour une pathologie donnée, ces différentes sous-populations de cellules NKT peuvent avoir
des fonctions opposédi modélisation de I’IR rénale in vivo etin vitro, les cellules NKT de type

Il, aprés activation par le sulfatide, protégent les cellules tubulaires épithéliales colésiles

d’IR. Cet effet protecteur passe par un meécanisme mettant en jeu HiFet la cytokine anti-

30



inflammatoire IL-10 (Yanget al.,2011). L’ implication des cellules NKT de type I (cellules iNKT)

dans les phénomeénes d’IR rénale fera I’objet de la partie IIT de notre introduction générale.

Les lymphocytes NK Les travaux d’Ascon et al.,et de Zhanget al. ont décrit un recrutement
délétére des lymphocytes NK dans I’IR rénale. Ainsi, les cellules NK (CD3(-) NK1.1(+)) sont
recrutées de maniere précoce, entre 3 a 4 heures aprés IR, pour décroiamdeasent, leur
nombre dans le rein ischémié étant 24 heures post-IR inférieur a celui du rein contrleefAscon
al., 2006) (Zhanget al., 2008). De plus, la déplétion en cellules NK conféere aux souris une
protection contre les Iésions d’IR. En miroir, la reconstitution des souris déficientes en cellules
NK, par transfert adoptif, induit des lésions semblables a celles du phénotype sauvage. La
modélisatiorin vitro, par la méme équipe, a permis de proposer un mécanisme d’action expliquant

le réle délétere des cellules NK en IR rénale. Au contact des cellules tubulaires épitlygliales,
surexpriment la molécule Rae-1, les cellules Nig, leurs récepteurs de surface NKG2D (pour

« Natural Killer Group D2 »), dégranulent, libérant la perforine, ce qui provoque la mort des
cellules tubulaires (Zhargt al.,2008).

Cellules T CD4(+) La littérature s’accorde pour attribuer aux cellules T CD4(+) un role clé dans

la genése et le controle des 1ésions précoces et tardives accompagnant I’'IR. Les lymphocytes T
CD4(+) sont présents dans les lésions précoces d’IR rénale et persistent jusqu’a 11 semaines
(Kinsey etal., 2010) (Dayet al., 2006) 11 s’agit de cellules effectrices de phénotype activé
(CD69(+)) et effecteur-mémoire (CDAACD62L(+)) qui contiennent le pool de cellules CDA4(+)
INKT auxquelles on attribue des fonctions déléteres @af.,2006) (Liet al.,2007). Ainsi, les
souris déficientes en cellules T CD4(+) sont protégées contre I’IR rénale.

A P’inverse, les lymphocytes Treg (CD4(+)CD25(+)FoxP3(+)), dont le recrutement commence dés
24 heures apres la reperfusion (Katmal.,2014) et persiste entre 3 a 10 jours post-IR (Gandolfo
al., 2009), limitent le processus inflammatoire par la production d’IL-10 (Kinseyet al.,2009). Le
transfert doptif de lymphocytes Treg avant la séquence d’IR rénale protége les souris contre les
Iésions rénales (Chet al.,2010) (Kinseyet al., 2010) tandis que leur transfert adoptif apres la
séquence d’IR rénale diminue la production d’IFN-y et accélére la réparation tissulaire (Gandolfo
et al.,2009).

Les lymphocytes B Des fonctions protectrices et délétéres ont été attribuées aux cellules B au
cours de I'IR rénale (Burne-Taneyet al., 2003) (Renneet al., 2010) (Janget al., 2010). Les
cellules B-1 auraient successivement des effets délétéres et protecteurs sur le rein apres IR. Ainsi

dés 24 heures apres la reperfusion et sous I’effet de la chimiokine CXCL-13, les cellules B-1,
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productrices d’IgM, migrent du péritoine vers le rein ischémié ou elles exercent leur effet précoce
délétére. Au bout de 3 jours, leur différenciation en cellules plasmablastiques exprimant CD126
leur permettrait, par un mécanisme mettant en jeu I’'IL-10 et le VEGF, de faciliter la régénération
tubulaire apres une lésion rénale aigué (Reanat.,2010) (Janget al.,2010). Indépendamment,

la sous-populations B régulatrice (Breg) (CBY¥@D5(+)) productrice d’IL-10 pourrait aussi
exercer une fonction protectrice apres IR rénale (Restredr,2010).

En conclusion la physiopathalgie de I’IR rénale implique des processus a la fois
biochimiques et immunologiques pour aboutir aux dommages tissulaires. La compréhension des
mécanismes soyseents précoces impliqués dans [D’initiation de la réponse immuno-
inflammatoire permettra d’identifier des cibles thérapeutiques. Pour ce faire, 1’¢élaboration de

modeéles expérimentaux tant cognitifs que pré-cliniques reste incontournable.
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Deuxiéme partie

L’alarmine IL-33, une réponse au stress tissulaire
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Chapitre | : Les alarmines

Le processus physiopathologique de I’IR, et la réponse inflammatoire qui en découle,
présentent des analogies avec la réponse inflammatoire induite par un agent pathogéne. Dans le
deux cas, des signaux d’alerte sont mis en place par I’organisme pour faire face au stress induit par
I’agression en question. Or quelle que soit la nature de I’agression, ces signaux de danger agissent
sur des récepteurs spécifiques communs de I’'immunité innée permettant le déclenchement d’une
réponse immune.

Dans la partie cilessous, nous décrirons ces signaux de danger, leurs mécanismes d’action
ainsi que leur implication en physiopathologie rénale, avec un intérét particulier accordé a I’IR

rénale.

1. Concept du signal danger

Durant de nombreuses décennies, et ce, jusqu’a la fin des années 80, les immunologistes
attribuaient au systéme immunitaire une fonction unique destinée a la défense de 1’organisme
contre les infections causées par des pathogénes. En effet, les toutes premiéres théories ¢
notamment celle de I’« horror autotoxicus> par Paul Ehrlich (Prix Nobel 1908) ou encore celle du
« soi et du non-soi », de 1969, par Burnet, postulent que le systtme immunitaire de défense es
capable de discriminer uniquement le soi du non soi tout en échappant a 1’auto-réactivité du soi
(Pradeu et Cooper, 2012). A la fin des années 80, Charles Janeway fut le premier a proposel
I'existence d'une classe de récepteurs appartenant au systeme immunitaire inné et e€apable ¢
reconnaitre des structures d’origine microbienne conservées, dénommées "motifs”, ceci avant
méme leur identification moléculaire (Janeway, 1989) (Mogensen, 2009). Il est maintenant bien
admis que la défense de I'héte contre les agents microbiens est initiée par la reconnaissance
PAMP (pour « Pathogen-Associated Molecular Patterns ») par le systtme immunitaiveainné
des récepteurs spécifiques, les PRR (pour «Pattern Recognition Receptors »), dont font partie le:
TLR (pour « Toll-Like Receptors »). Cette reconnaissance déclenche dedesageasignalisation
intracellulaire responsables de I'expression d'une variété de molécules pro-inflammatoires qui
contribueront a I’élimination de I'agent microbien et participeront a la mise en place d’une réponse
immune adaptative (Mogensen, 2009).
Cette compréhension relativement récente des mécanismes impliqués dans la reconnaissance d:
agents microbiens dans la réponse immunitaire ineées complexes PAMP-PRR, a amené,
dans les années 90, Polly Matzinger a proposer sa théorie du « signal de danger >signalu «
d’alarme » (Matzinger, 1994). Cette derni¢re postule, qu’en plus des molécules exogenes, le

systeme immunitaire peut également étre activé par des molécules endogenes libérées pa
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I’organisme lui-méme, suite a un stress. Le terme DAMP (pour « Damage-Associated Molecular
Patterns ») fut attribué a cette classe de molécules.

De nos jours, on admet donc I’existence de deux classes de molécules servant de signaux de

danger pouvant alerter le systeme immunitaire et déclencher une réponse appropriée : les DAMP
d’origine endogéne résultant du stress cellulaire et responsables de I’inflammation stérile, et celles

d’origine exogéne dont font partie les PAMP. 1l faut noter que durant la réponse anti-infectieuse,

les PAMP induisent aussi la libération de DAMP par les cellules endommagées. Les DAMP et les
PAMP constituent une grande famille de molécules qui possédent des récepteurs en partie
communs, les PRR, qui peuvent agir sur les mémes cibles cellulaires innées, en particulier les DC
(Figure 5).

Théorie du non-soi Théorie du danger

L

N 2,

Pathogéne ~O{ Cellule en nécrose

R
W‘\ / _

o
PAMP 20 20 pamp
\\ %
Récepteur PRR g;/?)‘ v Récepteur DAMP

N @ (== . PRR

Figure 5 : Théorie du non-soi et du danger’aprés Kono et Rock, 2008

Le tableau ci-dessous réunit les principaux DAMP répertofigisléau 2). 11 s’agit de métabolites

et de structures protéigues « constituants » de la cellule et dont la « fuite pabsivé’ espace
extracellulaire lors de la perte d’intégrit¢ de la cellule déclenche une activation du systeme
immunitaire inné. A titre d’exemple, citons les histones libérées dans 1'espace extracellulaire par

les cellules épithéliales tubulaires en nécrose. Ces histones interagissent alors directement avec le
TLR2 et les TLR4 et déclenchent des cascades de signalisation impliqguant la molégBetNF-

la voie des MAPK (pour« Mitogen-Activated Protein Kinases ») (Al&ml.,2012). L héparine
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sulfate, composant de la matrice extracellulaire et ligand endogéne des PRR, agit sur les DC de
maniere dépendante de TLR4 (Johnsen al., 2002). Enfin, 1’haptoglobine, protéine de
I’inflammation aux effets antioxydants, libérée au cours de la nécrose cellulaire, active les DC qui
produisent alorslI’IL-6 et le TNFe de maniére dépendante de MyDS88 (pour « Myeloid
Differenciation Primary Response gene 88 ») (Sdtexl.,2012).

Tableau 2 : Récapitulatif des principaux DAMP.D’apres Bianchi, 2007 et Kono et al.,2008

DAMP Activité pro-inflammatoire Récepteurs

HMGB1 In vivo : inflammation au cours de lésions RAGE, TLR2, TLR4
hépatiques ; recrutement de PNN
In vitro : chimiotaxie, induction de
cytokines, activation des DC

Acide urique In vivo : résponsable de la maladielde = TLR2, TLR4, CD14
goutte, recrutement des PMNiNitro :
induction de cytokines, activation des DC

Chromatine, In vivo : recrutement des PNN TLR9 (avec le BCR ou I¢
nucléosomes et In vitro : induction de cytokines, activatiol récepteur du Fc)
ADN des cellules B par les complexes

chromatine-IgG, activation des DC

HSPs (HSP60, In vitro : induction de cytokines, CD14 (HSP70 et
HSP70, HSP90 e maturation des DC (gp96 et HSP70) HSP60) ; CD91 (HSP70
gp96) HSP90, gp96 et

calréticuline) ; récepteur
scavenger (HSP70, gp9!
et calréticuline) ; TLR4

(HSP60) ; TLR2 et TLR4
(HSP60 et gp96); CD40

(HSP70)
Adénosine et ATF In vivo : exacerbation de la néphrite par || Récepteurs P1, P2X anc
molécule purifiée P2Y (ATP); récepteurs

In vitro : chimiotaxie, maturation des DC A1, A2A, A2B et A3
(adénosine)

Galectines In vivo : recrutement des monocytes CD2 et les autres CD
In vitro : chimiotaxie, maturation des DC composés de f-galactose

Protéines S100 In vivo : recrutement de PNN RAGE
In vitro : chimiotaxie; induction de
cytokines

Cathélicidines In vitro : chimiotaxie FPRL1
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Peptides N- In vivo : recrutement des PNN FPR et FPRL1

formylés In vitro : chimiotaxie des DC
DAMP Activité pro-inflammatoire Récepteurs
CD44, TLR2 et TLR4
Acide In vivo : réduction de I’inflammation du
hyaluronique poumon induite par la bléomycine par de

peptides bloquants
In vitro : induction de cytokines,
maturation des DC

Sulfate In vitro : induction de cytokines TLR4
d’héparane
Fibrinogene In vitro : induction de cytokines, Intégrines et TLR4

maturation des DC

Peptides dérivés In vivo : recrutement des PNN /

du collagéne In vitro : chimiotaxie, maturation des DC
Fibronectine In vitro : chimiotaxie, maturation des DC Intégrines
Laminine In vivo : Recrutement des PNN Intégrines

In vitro : chimiotaxie

BCR : récepteur aux cellules B; CCR : récepteur de chimiokine-CC; CXCRteacee chimiokine CXC; DAMP :
damage-associated molecular pattern; DC : cellules dendritiques; FPR : forrige pegeptor; FPRL1 : formyl
peptide receptor-like 1; HMGBL1 : high mobility group box 1 protein; H8Pat-shock protein; RAGE : receptor for

advanced glycation end-product; TLR : Toll-like récepteur.

Dans la partie qui suit, nous nous intéresserons a une classe particuliere de molécules de dange

gue sont les « alarmines

2. Définition des alarmines

Le concept d’« alarmine » a été initialement proposé par Joost Oppenheim en février 2006,
a I’issue d’un Atelier EMBO (pour « European Molecular Biology Organization ») consacré aux
signaux de danger et a la protéine HMGB1 (pour « High Mobility Group box-1 ») a Milan en
Italie. Le terme alarmine a été utilisé pour distinguer les molécules endogenes libérées par les
cellules endommagéese celles qui sont d’origine exogéne, les PAMP (Bianchi, 2007). La
particularit¢ des alarmines réside dans le fait qu’en plus d’étre libérées passivement par les

cellules suite a un dommage tissulaire et d’étre capables d’activer le systéme immunitaire, elles
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sont également dotées d’un pouvoir régénérateur en participant a la réparation (remodelage)
tissulaire et au retour de I’homéostasie tissulaire aprés une inflammation.

Soulignons qu’a ce jour, de nombreux auteurs utilisent indistinctement les termes « alarmines » et
« DAMP » pour désigner les molécules endogénes constituant des signaux de danger et il n’y a

pas de définition stricte et communément acceptée pour les alarmines.

Dans le présent document, nous définirons les alarmines comme un groupe de protéines
constitutivement exprimées par un trés grand nombre de cellules de 1’organisme et dont :

1) la libération dans le milieu extracellulaire est passive mais trés rapide au cours de la mort
cellulaire non programmeée,

2) la capacité a recruter et a aetivdes cellules de I'immunité innée via les PRR ou des
récepteurs des cytokines permet d’initier une réponse adaptative,

3) I’implication dans la réparation tissulaire et la restauration de son intégrité, aprés une
agression cellulaire ou une inflammationnietbue au retour de I’homéostasie,

4) les modes d’action et les fonctions peuvent étre multiples et ciblant les cellules
immunitaires et non-immunitaires de maniére similaire aux cytokines mais avec des modes

de sécrétion qui leur sont particuliers.

Citons en premier lieu la protéine HMGB-1, archétype des alarmines, les protéines S100, la
molécule HDGF (pour « Hepatoma-Derived Growth Factor »), les défensines, les cathélidines, les

protéines HSP ou encore la cytokine Ilo1-

3. La protéine HMGB-1, I’archétype des alarmines

L’une des molécules remplissant parfaitement tous les critéres d’une alarmine est la
protéine HMGB1.
Une expression constitutiveLes protéines HMGB appartiennent a la grande famille des protéines
non histones associées a la chromatine, dénommée HMG et décrite en 1973. Ce sous-groupe, gt
comporte 3 membres (HMGB1, HMGB2 et HMGB3), constitue un ensemble de protéines
particulierement conservées chez les mammiferes (Gextital., 2009). Contrairement aux
protéines HMGB2 et HMGB3 qui sordxprimées principalement durant I’embryogenése, la
protéine HMGBL1 est caractérisée par une expression plus élevée et ubiquitairet(&la2914).
Un facteur nucléaire. Constituant du noyau, HMGBI participe a 1’organisation de la chromatine

et a sa stabilité ainsi qu’a la régulation transcriptionnelle des genes. Ce rdle semble étre capital car

39



les souris déficientes pour le geHMGB1 (souris HMGBI") sont non viables (Agrestit al.,

2003) (Li, Liang, et Lotze, 2013).

Un mode de sécrétion particulier La libération d’HMGB1 dans le milieu extracellulaire peut se

faire de maniere passive mais aussi de maniére active. La sécrétion passive survient apres un
mort cellulaire par nécrose. En gHspoptose, les cellules modifient leur chromatine de telle sorte

que HMGBI se fixe de manicre irréversible, empéchant ainsi sa libération dans I’espace
extracellulaire (Scaffidet al.,2002). Les cellules possédant un pouvoir cytotoxique, comme les
lymphocytes T cytotoxiques spécifiques d'antigene ou les cellules NK, provoquent la libération de
HMGBL1 par leurs cellules cibles (It al.,2007).

La libérationd’HMGBL1 par voie active seiift en réponse a un stress cellulaire tel que ’ischémie

d’un organe (Tsung et al.,2007). Dans ce cas de figure, certains auteurs lui attribuent méme des
fonctions « cytokine-like » (Scaffidkt al.,2002) (Tsunget al.,2007). La sécrétion d’HMGB1

requiet une translocation directe d’HMGBI1 du noyau vers le cytoplasme, sans passer par la voie
réticulum endoplasmique-appareil de Golgi (Wan@l.,1999) (Bianchi, 2009). Lorsqu'elles sont
activées, les cellules myéloides, comme les monocytes/macrophages (Gardella002), les

DC (Li, Liang, et Lotze, 2013) et les cellules NK (Cerweekal.,2016) peuvent sécréter leur
protéine HMGBL1 nucléaire. De la méme maniére, les neurones (Rau\zld988), les cellules
épithélialesde I’intestin (entérocytes) (Liu et al.,2006), les cellules musculaires lisses, les cellules
endothéliales (Portet al.,2006) et les kératinocytes de la peau (Moal.,2017) peuvent libérer

la molécule HMGB1 activement sans dépendre du systeme réticulum endoplasmique-appareil de
Golgi.

Un facteur de réparation tissulaire Le stress cellulaire déclenche une libération passive mais
aussi active de HMGB1 (Feghai al.,2009) par des cellules immunitaires (Li, Liang, et Lotze,
2013) et par des cellules non-immunitaires comme les cellules épithéliales, les fibroblastes, les
cellules musculaires lisses du poumon et du foie (Gheal., 2013) (Ojoet al., 2015). Cette
sécrétion d’HMGBI dans le milieu extracellulaire participe au remodelage tissulaire en favorisant

la production des protéines constituant la matrice extracellulaire des tisswet @dle2013) (Ojo

et al.,2015). La molécule HMGB1contribue également a la fibrose pulmonairet(&e2007).

4. Transduction du signal alarmine

Comme indiqué dans le tableau ci-des3ableau 2, les alarmines et les DAMP activent
les récepteurs PRR dont font partie les TLR, les RAGE (pour « Receptor for Advanced Glycation
End products »), les NLR (pour « NOD-like receptors »), les CLR (pour « C-typen Lecti
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Receptors »), les RLR (pour « RIG-I-Like Receptors ») mais aussi les récepteurs des cytokines
comme I’'IL-1R, conduisant a des réponses inflammatoires (Land, 2015).

La liaison des alarmines a leurs récepteurs entraine l'activation de voies de signalisation incluant Ia
voie NF-kB, la voie des MAPK et celle des PI3K/Akt, permettant la production de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines par les cellules cibles (Al&nal., 2012). Ces interactions
alarmine/récepteur déclenchent des cascades de signalisation impliquant, généralement I
molécule adaptatrice MyD88, commune a 1’ensemble des TLR, except¢é TLR3 (Allam et al.,

2012).

A titre d’exemple, les protéines HSP70, apres leur libération par les cellules rénales en nécrose,
interagissent avec les TLR2 et les TLR4 exprimés a la surface des cellules épithéliaddesubul
pour déclencher une cascade de signalisation impliquant I’axe MyD88/-IRAK/NF-kB (Asea et al.,

2002) (Zhacet al.,2014). Les protéines HSP70 peuvent aussi activer la voie de signalisation Akt
et ’enzyme GSK3p (pour « Glycogen Synthase Kinasé® (Zhiyong Wang et al.,2011). Les
protéines S100 A8/A9 activent les TLR4 et MyD88 pour induire la phosphorylation de p38 et de
JNK (pour « c-Jun N-terminal Kinases »), conduisant a la production de cytokines pro-
inflammatoires (Kimet al.,2016). Quant a 1’alarmine/cytokine IL-1-0, une fois libérée par les
cardiomyocytes en nécrose en réponse a une ischémie cardiaque, elle agit sur les fibroblaste
cardiagues en se fixant sur son récepteur IL-1R et participe ainsi a la réponse inflammatoire de
maniére dépendante de MyD88 (Lugeinal.,2015).

L’alarmine HMGB-1 interagit avec de nombreux récepteurs comme RAGE, les récepteurs TLR 2,
4 et 9, Mac-1 (pour « Macrophage-1 antigen »), syndecan-1 (CD138), PPTP (pour « phosphacan
protein-tyrosine phosphatasg-&/p, CD24, CXCR4 ou encore TIM-3 (pour « T-cell
immunoglobulin mucin-3 ») (Cheat al., 2013). Les récepteurs RAGE, initialement identifiés
chez les patients diabétiques comme récepteurs aux produits de glycation avancée ou AGE
(pour « Advanced Glycation End products »), reconnaissent également certaines alarmines comme
les protéines S100 et des DAMP comme les peptides f-amyloides (Bierhaust al., 2005). Ces
récepteurs appartiennent a la super-famille des immunoglobulines et sont exprimés a des niveau:
trés variables a la surface de nombreuses cellules, y compris endothéliales. A I'instar des TLR, la
transduction du signaia RAGE implique les voies de signalisation MAPK (Ras, Rac/Cdc42 et
p38) et conduit a I’activation de NF-kB et a la synthése de médiateurs pro-inflammatoires tels que

les cytokines IFNy, IL-6, TNF-u, IL-1-B et des chimiokines comme MCP-1 et MIP-2, de maniére
dépendante de MyD88Figure 6). De plus, I’interaction RAGE-HMGB1 active la voie de
signalisation Jak/STAT qui contribue aussi a la production de médiateurs pro-inflammatoires
(Messmetet al.,2004) (Songet al.,2014).
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Figure 6 : Voie de signalisation intracellulaire médiée par HMGB1Adapté de Cheat al.,2016

5. Modes derégulation de ’activité « alarmine » : ’exemple de HMGB1

Du fait de leurs fonctions extracellulaires puissantes, les alarmines doivent étre contrélées
et neutralisées. Pour ce faire, I’organisme a élaboré des stratégies permettant l'inhibition de ces

molécules.

L'inflammation causée par HMGBgeut étre atténuée par I’expression de son récepteur RAGE

dans sa forme soluble et par la thrombomoduline, une protéine issue des cellules endothéliales qu
se lie a la thrombine pour activer cette derniere (Abeyetnal.,2005). Le complexe thrombine-
thrombomoduline est responsable du clivage de HMGBI et de I’inhibition de ses fonctions
biologiques (ltoet al.,2007). Celles-ci peuvent aussi étre régulées par des modifications post-
traductionnelles (Yangt al.,2012). Ainsi, HMGBI est une protéine dont la structure et 1’activité

sont sensibles a I’état de redox de la cellule. En présenaBERO, I’activation des caspases
provoque I’oxydation d’HMBG1 au niveau de la cystéine en position 106 et son clivage,
participant alors a la tolérance du systéeme immunitaire aux cellules apoptotiques (azdma

2008). Précisément, la forme réduite ’HMGBI favorise le processus d’autophagie tandis que la
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forme oxydée favorise la mort cellulaire programmée par apoptose (Tang, Kang, Letesky,
2010) (Tang, Kang, Zelet al.,2011) Figure 7). Enfin, HMGB1 est une molécule sensible a

I’action des histones acétylase (HAT) et des histones désacétylase (HDAC) qui régulent sa

localisation nucléaireersuscytosolique dans les monocytes et les macrophages selon leur état

d’activation (Bonaldi et al., 2003). Ainsi, en I’absence de stimulus, les HDAC maintiennent

HMGB1 dans une forme non acétylée favorisant sa liaison a la chromatine et une localisation

nucléaire. En revanche, I’activation des monocytes et des macrophages en réponse a un signal

LPS, IL-18 ou TNF-a mais aussi HMGBI, entraine une hyper acétylation par les HAT qui induit

la translocation de HMGB1 du noyau vers le cytosol puis sa libération dans le milieu

extracellulaire aprés une seconde stimulation.
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Figure 7 : Représentation schématique de la protéine HMGBXRAdapté de Chest al.,2016

150 183
Domaine de
liaison a RAGE

6. Cibles cellulaires et fonctions biologiques des alarmines
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La fonction principale des DAMP et des alaiimsiest d’alerter le systéme immunitaire du

danger en réponse a un traumatisme, a un épisode ischémique, au cancer ou a d'autres types

Iésions tissulaires nomicrobiennes responsables d’une nécrose cellulaire ou d’un stress oxydatif.

6.1. ROle des alarmines dans la réponse immunitaire

Les DAMP et les alarmines agissent sur une grande variété de cellules immunitaires et non

immunitaires composant différents tissus et organes, y compris le rein.

6.1.1. Cibles immunitaires

Les DAMP comme 1’acide urique, I’ATP, le potassium et les alarmines HSP et S100

activent les cellules présentatrices d’antigenes (CPA), les DC constituant une des premicres cibles

immunitaires des alarmines. De plus, les alarmines, tout comme les PAMP, renforcent la réponse

immunitaire en augmentant les niveaux d’expression des récepteurs innés. C’est ainsi qu’agit
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HMGB1 dans un contexte ischémique sur les DC en augmentant leur expression de TLR4 (Tsung
et al., 2007). L’activation des TLR par les DAMP induit la production de médiateurs pro-
inflammatoires mais permet ¢galement la maturation des CPA. Ainsi, I’héparine sulfate,
composant de la matrice extracellulaire et ligand endogéne des PRR, induit une maturation des DC
de maniere dépendante de TLR4 (Johnsebral., 2002). Les alarmines HSP participent a la
réponse immunitaire en se liant aux peptides antigéniques, contribuant a leur présentation par le:
CPA aux lymphocytes T (Srivastava, 2002). Pour sa part, 1’alarmine HSP60 humaine induit
l'expression de molécules d’adhésion (E-sélectine, ICAM-1, VCAM-1) a la surface des cellules
vasculaires endothéliales, facilitant ainsi le recrutement des cellules immunitairest (Kb)

1999). En plus de I’activation endothéliale, HSP60 participe a 1’activation des macrophages en
contribuant a leuproduction d’IL-6, de TNFe, de NO, d’IL-12 et d’IL-15 (Kol et al.,1999)

(Chenet al.,1999).

Avec les DC, les monocytes/macrophages représentent les premieres cibles cellulaires identifiées
d’HMGBI1. Dans un mode¢le de choc septique chez la souris, les monocytes/macrophages sous
I’action de cette alarmine sécrétent des cytokines pro-inflammatoires proFhl comme 1’IL-1-,

I’IL-6 et le TNFe (Wang et al.,1999). Chez I’homme, les DC myéloides et plasmacytoides, par

leur expression membranaire de TLR4, sont également sensibles a la protéine HMGB-1 qui induit
leur migration, leur maturation et leur production de cytokinesnfiemmatoires comme 1’'IL-12,

I’IL-6, I'IL-1-a, CXCL-1/IL-8, le TNFa et RANTES (Messmeret al.,2004) (Dumitriuet al.,

2005). Par ailleurs, HMGB1 possede une activit¢ chimioattractante sur les
monocytes/macrophages, les PNN et les DC (Penab,2010).

Enfin, la liaison de HMGB1 avec CXCL-12 entraine le recrutement de cellules inflammatoires
dans le tissu lésé (Schirakti al.,2012). Ainsi, en se fixant sur le récepteur CXCR4, le complexe

HMGB1-CXCL-12 favorise la migration des monocytes/macrophages jusqu’au tissu 1ésé.

6.1.2. Cibles non immunitaires

L’expression des récepteurs TLR et RAGE a la surface des cellules endothéliales permet
une action directe de la protéine HMGB1 sur ces cellules pour induire leur sécrétion de cytokines,
augmenter leur expression de molécules d’adhésion et favoriser le recrutement leukocytaire (Chen
et al.,2011). Plus largement, HMGB1 posséde une activité chimioattractante sur les fibroblastes
(Penzoet al., 2010), les entérocytes de I’intestin (Sappington et al., 2002) et sur les cellules
musculaires lisses (Degryseal.,2001).
HSP60 participe a 1’activation des cellules musculaires lisses en contribuant & leur production

d’IL-6, de TNFe, de NO, d’IL-12 et d’IL-15 (Kol et al.,1999) (Cheret al.,1999). En se fixant au
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récepteur CXCR4 des fibroblastes, le complexe HMGB1-CXCL-12 favorise leur migration dans

les tissus lésés.
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Figure 8: Principales fonctions biologiques de I’alarmine HMGB1. Adapté de Cheast al.,2016

6.1.3. ROle dand’activation de ’inflammasome

La détection des signaux de danger est associée a la mise en place de I’inflammasome. Ce
dernier constitue un corfgxe protéique oligomérique de I’'immunité innée qui contient des
récepteurs PRR de type NOD (pour « Nucleotide Oligomerization Domain ») dénommés NLR
(pour «NOD-Like Receptor »). L'inflammasome est défini comme un complexe de protéines
capables d’activer la caspas@-responsable du processus de maturation de I’IL-1-§ et de I’'IL-18,
et jouant un réle important dans la réponse pro-inflammatoire (Chen et Nufiez, 2010). La sous-
unité NLRP-3 (pour « NOD, LRR and Pyrin-domain containing 3 ») de l'inflammasomestqui e
tres exprimée par les DC et les monocytes/macrophages, a été décrite comme "capteur” de signau
de danger immunitaire, capable de détecter des molécules d’origine non microbiennes dans un
contexte d’inflammation stérile (Chen et Nufiez, 2010). Elle pourrait étre impliquée dans
différentes maladies métaboliques comme le diabéte sucré de type 2, I'obésité et I'athéroscléros:
(De Nardo et Latz, 2011). En réponse a des signaux DAMP comme I’ATP, P’activation de
I’inflammasome conduit a la libération d’HMGB1 sous sa forme acétylée active par les

monocytes/macrophages (eual.,2012).

6.2. Contribution des alarmines dans les processus de survie et de mort cellulaire
L’interaction des alarmines avec leurs récepteurs déclenche des voies de signalisation

cellulaires impliquées dans le processus d’autophagie et dans la mort cellulaire par apoptose (Tang

et al.,2010a). Le processus d’autophagie résulte d’un « cross-talk » entre les mitochondries et la

voie de 'UPR (pour « Unfolded Protein Response ») induite par le stress du RE et est défini
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comme la dégradation lysosomale des organelles intracellulaires et des protéines « défaillantes
de gros poids moléculaire. Ce processus catabolique intracellulaire participe au « recyclage du
cytoplasme » et au maiati de I’homéostasie cellulaire, notamment en cas de déficit énergétique

et de stress de la cellulda I'activation de voies de signalisation telle que la voie PERK-ATF4
(B’chir et al.,2013).

La molécule HMGBL illustre parfaitement le lien qui existereihds alarmines et 1’autophagie.
L’autophagie participe a la translocation d’HMGB1 du noyau vers le cytoplasme et a sa libération

par les cellules cibles. Ainsi vitro, ’inhibition de I’autophagie limite la sécrétion ’HMGBI1 par

les cellules tumorales (Tareg al.,2010). De maniére réciproque, la méme étude montre que la
libération d’HMGBI, induite par le traitement des cellules avec des agents anti-cancéreux, active
I’autophagie. D’autres auteurs rapportent que les complexes formés par HMGBI et le LPS (ou
I’IL-1-B) induisent tres efficacement le processus autophagique (Bianchi, 2009).

Dans le cytoplasme, HMGB1 entre en compétition avec Bcl-2, molécule anti-apoptotique, pour se
lier a Beclin 1 et médier I’autophagie (Tanget al.,2010) L’interaction HMGB1-Beclinl requiert

le complexe autophagique ULK1-mAtgl3-FIP200 (Huastgal., 2012) et le pont disulfure
intramoléculaire (C23/45)’HMGBI1 pour maintenir le processus d’autophagie.

De manicre intéressante, les formes réduites et oxydées d’HMGBI1 permettent d’orienter les
cellules, respectivement vers 1’autophagie et 1’apoptose. Ainsi, HMGBI1 dans sa forme réduite se

lie préférentiellement au récepteur RAGE (et non a TLR4), induisant alors l'autophagie
dépendante de la protéine Beclinl. En revanche, dans sa forme oxydée favorisée en la présenc
d’EROou d’HMGB1 induit la mort cellulaire par apoptose médiée par la voie des caspases 9 et 3
(Tanget al.,2010a) (Tanget al.,2010b).

A T'image d’HMGBI, d’autres alarmines telles que les protéines S100, induisent le processus
autophagique dans plusieurs systémes cellulaires. Celui induit par les protéines S100A8/A9 joue
un réle clé dans I'élimination des mitochondries endommagées aprés apoptose impliquant les ERC
(Ghavamiet al.,2010).

Enfin, I’action des protéines chaperonnes révele un lien étroit entre l'autophagie et l'activation de
l'inflammasome. Ainsi, les alarmines HSP (HSP104, HSP90, HSP70 et HSP60) participent a la
survie cellulaire en contrélant la réparation des protéines dénaturées et mal repliées de la cellule
(Buchner, 1996)via I’autophagie (Dokladny, Myers, et Moseley, 2015). En cas de stress
cellulaire, les alarmines HSP orientent les protéines endommagées vers le protéasome pour leu

élimination (Morimoto, 1998).
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6.3. Contribution des alarmines dans la réparation cellulaire

La définition d’alarmine intégre la double propriété d’initiation d’une réponse immunitaire
pro-inflammatoire et de contribution aux processus de réparation tissulaire. Ces processus son!
essentiels pour la restauration Hetégrité du tissu 1ésé aprés une agression cellulaire. Les
alarmines S100, HMGBI1, HSP 60 et 70 ainsi que I’'IL-1-a participent au maintien de

I’homéostasie.

Les souris déficientes pour S100A9 présentent des altérations dans le processus de réparatio
tissulaire aprés 5 a 10 jours suivant I’IR rénale (Dessinget al.,2015). Au cours de la phase de
réparation, la perte de S100A9 affecte la polarisation M2 des macrophages conduisant a une
fibrose interstitielle et & un dysfonctionnement rénal. Ceci montre que les protéines S100 jouent un
réle crucial dans le contrble de la réparation rénale médiée par les macrophages @dedsing
2015). Dans un mod¢le murin de 1ésion dermique, la surexpression de I’IL-1-a, accompagnée d’un
recrutement de leucocytes, est associée a une ré-épithélisation rapide de la zone laésée et a
cicatrisation plus rapide de la plaie (Singthal.,2016). Des études ont montré que la protéine
HSP70 était impliguée dans le processus de réparation et de survie cellulaire apres IR rénale pa
un mécanisme mettant en jeu la voie de signalisation Akt et GSK3f (Zhiyong Wang et al.,2011).

Enfin, I'administration de HSP70 a des souris avec une lésion au niveau de la peau accélére I
fermeture de la plaie de maniére dose-dépendante. Cet effet cicatrisant de HSP70 met en jeu le
macrophages qui augmentent la clairance des débris par phagocytose (K@tath?906).

On confére a ’alarmine HMGBI des fonctions réparatrices et régénératrices des tissus lésem

ses actions ciblant les cellules endothéliales et épithéliales. Sur les cellules endothéliales, HMGB1
est pro-angiogénique (Mitolat al., 2006). Ainsi, en induisant la production de VEGF par sa
liaison a RAGE, HMGB1 participe a la néovascularisation aprés une atteinte tissulairee{Song
al., 2014). De plus, HMGBL1 agit sur les cellules endothéliales en augmentant leur perméabilité
(Huanget al.,2012). Concernant les cellules épithéliales, HMGB1 participe a la production de
leur matrice extracellulaire (Ojet al., 2015). Au niveau nucléaire, HMGB1 participe a la
réparation de I'ADN et la modification de la chromatine en réponse aux dommages qui impactent
I'ADN (Lange,et al.,2008).

Soulignons que les neurones répondent a HMGB1 en étendant leurs neurites, un processus qu
implique le remodelage du cytosquelette (Dengl.,2013).

Enfin, HMGB1 peut recruter des cellules souches neurales et favoriser leur proliférationefwang
al.,2014).

47



7. Alarmines en physiopathologie

7.1. Contexte général

La libération d’alarmines a été observée dans un bon nombre de maladies, tant aigués et
chroniques, suscitant de ce fait un intérét particulier pour ces signaux de danger, leur implication
ainsi que pour I’identification des mécanismes moléculaires sous-jacents a leur libération au cours
de ces maladies.
Pour exemple, citons les protéines S100 auxquelles il a été attribué un réle dans l'arthrite, le
psoriasis, des maladies cardiaques, le cancer, la calcification de 1’os et du cartilage ou encore
I’athérosclérose (Donato et al.,2013). Les protéines HSP70 et HSP90 seraient impliquées dans
des maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Lu et al., 2014) (Ouet al.,
2014), des maladies infectieuses, des cancers solides ou encore dans des maladies auto-immun
comme 1’arthrite rhumatoide (Kaul et Thippeswamy, 2011).
La protéine HMGBL1 a été décrite pour son implication dans diverses maladies en situation aigué
mais aussi chronique. Ainsi HMGBI contribue aux maladies du foie d’origine virale (comme les
hépatite B et C), toxiques et ischémiques (Ceeanl.,2013) (Yuet al.,2015) (Laurseret al.,
2016), au rejet aigu aprés transplantation cardiaque (Heiang, 2007), a différentes tumeurs
bénignes comme le cholestéatome (Szczepantsdi,2015), aux maladies auto-immunes comme
I’arthrite, I’athérosclérose, le lupus érythémateux systémique (Bianchi, 2007) ou encore le
psoriasis (Zhangt al.,2017). De plus, HMGBL1 est impliquée dans différents cancers (Taguchi
al., 2000). Dans ummodéle expérimental d’hépatocarcinome cellulaire, HMGBI1 participe a la
progression de la tumeur en induisant la surexpression de2miR- I’induction des

métalloprotéaseda 1’axe de signalisation IL-6/STAT-3 (Cheret al.,2015).

7.2. Alarmines en physiopathologie rénale

L’implication des alarmines dans différentes pathologies humaines a été¢ proposée sur la
base d’observations cliniques jointes a des démonstrations apportées par la modélisation animale
et cellulaire. Toutefois, s’agissant en particulier des pathogénies rénales, 1’implication des

alarmines demeure un domaine d’exploration relativement récent et peu documenté.

Les données cliniques et expérimentales disponibles s’accordent sur I’implication de I'lL-1-o

(Tripathi et al., 2015) (Anders, 2016). Cette alarmine libérée par les cellules en nécrose, en

agissant sur son récepteur IL-1R exprimé par les cellules rénales, entraine une réponse
inflammatoire. A cet égard, chez le patient IRT, une augmentation significative des taux sériques

d’IL-1-a a été observée.
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On attribue a I’alarmine HMGBI1 un réle dans le développement de I’insuffisance rénale aigué
(Zakiyanov et al., 2013), de I’insuffisance rénale chronique (Leelahavanichkul et al., 2011)
(Bruchfeldet al.,2008), des néphropathies diabétiques (Kimal.,2011), des carcinomes du rein

a cellules claires (Takeucki al.,2013) mais également dans le développement des néphrites
lupique (Zickertet al.,2012) (Liet al.,2015) et glomérulaire (Oyans al.,2010).

7.2.1. HMGB1 en IR rénale

Des travaux réalisés en modélisation chez la souris ont permis de montrer I’implication de

I’axe HMGB1-TLR4 dans ’initiation des 1ésions d’IR rénale.

Ainsi, au cours de I’IR rénale, il a été observé des 1ésions tubulaires associées a une surexpression

des récepteurs TLR2 et TLR4 ainsi qu’a la translocation de HMGB-1 du noyau vers le
cytoplasme, activant les voies de signalisation médiées par ERK/NF-kB et aboutissant a
I’expression de cytokines pro-inflammatoires (TNFe, IL-6 et IL-1p) (Leemans et al.,2005) (Wu

et al.,2010) (Jiong Zhangt al.,2016). Le blocage pharmacologique d’HMGB-1 réduit les lésions
tubulaires et la production des cytokines pro-inflammatoires tandis 1@deninistration
d’HMGBI recombinante exacerbe ces lésions induites par I’IR, ceci via la mise en jeu des TLR2

et TLR4 (Wuet al.,2010) (Liet al.,2011). L’injection de dexaméthasone, un glucocorticoide de

synthese, protége le rein contre les 1€sions d’IR en inhibant les acétyltransférases. Cette inhibition
s’accompagne d’une diminution de 1’acétylation de HMGBI1 ce qui empéche sa translocation du

noyau vers le cytoplasme. De la méme maniére, le pré-traitement avec une moléculeldibérant
monoxyde de carbone, la CORM-2 (pout@-releasing molecule-2), avant I’'IR rénale,

diminue l'activité de I'histone acétyltransférase ce qui empéche l'acétylatian libération
d’HMGBL, protégeant ainsi le rein de I'IR (Ruanet al.,2014).

Les TLR 2 et TLR4 sont constitutivement exprimés dans le rein a la surface des cellules
épithéliales tubulaires. Le TLR4 est également exprimé a la surface des DC résidentes et des
podocytes. Chez la souris, I’IR est documentée pour accroitre 1’expression des transcrits TLR2 et

4 au sein du tissu rénal suggérant une modulation de ces récepteurs par I'IR (Leemans et al.,

2005). Cette expression est majorée et survient dans les heures qui suivent la reperfusion avec de
cinétiques différentes en fonction du tissu. Ainsi, cette expression survient de maniére plus

précoce pour 1’endothélium que pour 1’épithélium (Chen et al.,2011).

7.2.2. HMGBL1 en transplantation rénale

En modélisation animale de la transplantation rénale, la contribution des réceptewrs PRR
été étudiée. Les reins transplantés chez des souris déficientes en TLR2, TLR4, MyD88 ou TRIF
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développent moins d’atteintes glomérulaires et moins de fibrose interstitielle que les souris
contrbles (Wwet al.,2012) (Wangget al.,2010), démontrant bien par défaut un réle des TLR ainsi
gue des molécules impliquées dans la transduction de leurs signaux.

Chez I’homme, le role I’HMGBI1 dans I’IR rénale associée a la transplantation d’organe a été
documenté principalement par deux études ind&mess dont 1’analyse de biopsies rénales
préimplantatoires issus de donneurs décédés a révélé une expression nucléaire et cytoplasmiqt
d’HMGB1 accompagnée d’une surexpression de TLR4 et/ou de MyD88 par les cellules tubulaires
proximales et distales, par rapport aux donneurs vivants (Keiiger,2009) (Andrade-Oliveirat

al., 2012). De maniere intéressante, cette expression d’HMGB1 et de TLR4, n’a été observée que

sur des biopsies issues de donneurs présentant des cellules tubulaires nécrotiques et apoptotiqu
de fagon précoce apreés I’IR. Enfin, les patients transplantés rénaux porteurs d’une mutation de

TLR4 générant un récepteur non-fonctionnel, développent moins de rejet aigu (Declalx

2005).

Dans un contexte de transplantation rénale, oeséds suggerent une modulation par ’ischémie

de I’expression tubulaire ’HMGBI et de TLR4. A cet égard, on soulignera aussi les travaux de
Thierry et al.,menés au sein de notre équipe ont permis de mettre en évidence une libération trés
précoce ’HMGBI suite a une transplantation rénale. En effet, la protéine HMGB1 a été détectée
dans le sang et dans les urines de maniere significative et ce dés 30 minutes apres la reperfusiol
Cette libération I’ HMGBI s’accompagne d’une surexpression de I’ARNm des récepteurs TLR2 et

TLR4 au sein des populations leucocytaires périphériques (Thatrgl., 2014). Cette étude a
permis la démonstratigorincepsen transplantation rénale chez I’homme d’une libération précoce

de I’alarmine HMGBI1.
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Chapitre 1l : IL-33, une alarmine/cytokine

L’IL-33, tout dernier membre découvert de la superfamille de I’IL-1, est douée de
fonctions a la fois de type alarmine et cytokine. Ce chapitre de mon introduction générale est
consacré a I’'IL-33 et a sa contribution dans les pathologies rénales, y compris en transplantation
rénale, ceci afin de mieux comprendre/établir le lien qui exisie 1’IL-33 et les phénoménes

d’IR, principal sujet de mes travaux de recherche.

1. Découverte/historique

A la fin des années 90, un effort importanét& dédi¢ a I’identification de marqueurs
spécifiques permettant de distinguer les lymphocytes Thl des lymphocytes Th2. Des études ont
alors montré une expression sélective du récepteur de I'IL-18 (IL-18R ou CD218) par les
lymphocytes Thl (Xwet al.,1998) et une expression préférentielle de la molécule ST2 (Fit-1 ou
T1) par les lymphocytes Th2 (Lohnireg al., 1998). Il faudra attendre 2005 et les travaux de
Schmitzet al.,pour enfin identifier le ligand de la molécule ST2, récepteur jusque-la « orphelin
(Tominaga, 1989) (Klemenet al.,1989) En effet, I’¢tude in silico menée par Schmitet ala
permis, par la stratégie d’analogies de séquence en recherchant de nouvelles cytokines de la
famille de I’IL-1, la découverte d’une molécule capable de stimuler le récepteur ST2, entrainant
I’activation des voies de signalisatioNF-xB et MAPK, aboutissant a une réponse Th2. Cette
molécule sera alors logiquement intégrée a la famille des interleukines et dénommée IL-33
(Schmitzet al., 2005) Par la suite, on s’apercevra que cette interleukine est équivalente a la
molécule NF-HEV (pour « Nuclear Factor of High Endothelial Venules »), un facteur necléair
fortement exprimé au niveau des veinules a endothélium épais et découvert deux ans plus tét pa
I’équipe de Jean-Philippe Girard (Baekkevoldt al.,2003). Son équivalent chez le chien, codé par
le géne Dvs27 avait été mis en évidence dés 1999 grace a sa sur-expression au niveaesdes arter
cérébrales vasospastiques dans un modele expérirdédréaorragie sous-arachnoidienne (Onda
et al.,1999).

2. L’IL-33, une alarmine a modes d’action multiples

L’IL-33 est exprimée au niveau du noyau des cellules stromales, endothéliales et
épithéliales de différents tissus et sa libération par les cellules endommagées ou en nécrose
constitue un signal d’alerte au systéme immunitaire. L’IL-33 agit alors comme une alarmine

(Cayrol et Girard, 2014)On attribue a 1’IL-33 non seulement un réle d’alarmine mais aussi de
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cytokine a part entiére. Rappelons a cet égard que I’IL-33, également dénommée IL-1F11, est le
11°™et tout dernier membre découvenrtlalsuperfamille de I'IL-1.

L’IL-33 a été découverte pour son action favorisant la polarisation des lymphocytes T CD4(+)
vers un phénotype Th2 en stimulant leur production d’IL-5, d’IL-6, d’IL-13 et de GM-CShkn

vitro etin vivo (Schmitzet al.,2005)(Smithgall et al.,2008) L’IL-33 cible aussvia ST2 d’autres
populations de I’immunité adaptative comme les cellules T CD8(+) et les Treg, ainsi que des
populations innées comme les cellules NK et les ILC2 (pour « group 2 innate lymphoig).cells
L’IL-33 module les fonctions de ces différentes populations cellulaires de I’immunité innée et
adaptative et contribue aussi a leur homéostasie. Ainsi, les études les plus récentes conferent
I’IL-33 un réle important dans I’activation et 1’expansion des populations Treg et ILC2, y compris

au cours des maladies infectieuses et auto-immunes.

En raison de sa localisation nucléaire, un rdle en tant que facteur nucléaire a aussi été attribué

I’IL-33, en plus de ses fonctions de cytokine et d’alarmine.

Dans les parties suivantes seront résumées les principales caractéristiques de I'lL-33 er
termes de structure génique et protéique, d'expression et de régulation, ainsi que son réle dans le

maladies rénales.

3. Structures génique et protéique de I’IL.-33

Chez la souris, le gérlk33 est localisé au niveau de la région qC1 du chromosome 19 et
code pour un polypeptide de 266 acides aminés correspondant a une protéine d’environ 29,9 kDa.
Deux promoteurs contenant une séquence consensus de type TATA-box ont été décrits chez I:
souris. lls générent deux transciiits33. L’ARNm I1-33a et 11-33b possédent des régions 5'UTR
(pour « Untranslated Transcribed Region ») différentes mais codent pour la méme protéine
(Talabot-Ayeret al.,2012). Chez ’homme, le géne IL-33 est situé sur le chromosome 9p24.1 qui
code pour une protéine de 270 acides aminés d’environ 30 kDa (Baekkevold et al.,2003) (Schmitz
et al.,2005). L’IL-33 humaine contient huit exons qui couvrent plus de 42 kb d’ADN génomique
(Figure 9).
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Figure 9: Structure de I’IL-33. Représentation schématique du géne codant I’IL-33 humained), de la
protéine IL-33, de ses différents domainBs€t de sa liaison a son récepteur STR (
Adapté de Liewet al.,2016

La protéine IL-33 contient une séquence N-terminale et un motif structurel hélice-boucle-hélice
lui permettant une localisation nucléaire et sa liaison a la chromatine. (Baekkewld2003)
(Schmitzet al.,2005). Il a été montré que la régiontddminale de I’IL-33 est impliquée dans sa
fixation au niveau des histones nucléaires (Rowsal.,2008). L’IL-33 posséde aussi une région
C-terminale qui comprend un domaine IL-1-like ayant une structure tridimensionnelle organisée
en feuillets B paralleles lui permettant de se lier & ST2 (&iwl.,2013) (Pascual-Figal et Januzzi,
2015). Cette région est commun@ates les cytokines de la famille de I’IL-1, y compris I’IL-1-a,

I’IL-1-B et I'IL-18 (Krumm, Xiang, et Deng, 2014). C’est cette structure particuliére qui confere a

I’IL-33 sa double fonction de régulateur transcriptionnel et de cytokine.

L’analyse phylogénétique indique que la protéine IL-33 est conservée au cours de I’évolution chez

les mammiferes, partageant 55% d’homologie entre I’homme et la souris (Schmitz et al., 2005)

(Carriereet al.,2007) (Moussioret al.,2008).

4. Expression et distribution tissulaire/cellulaire de I’IL.-33

4.1.1’°IL -33, une expression constitutive et ubiquitaire
Chez I’homme, en situation normale, I’'IL-33 est présente de maniére ubiquitaire et
constitutive dans plusieurs tissus. Ainsi, 1’expression d’IL-33 est retrouvée dans les tissus

lymphoides secondaires, comme les ganglions lymphatiques, et au niveau de I'arbre vasculaire dt
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foie, des muscles squelettiques, des reins, des poumons, du dldimtestin gréle et de la

prostate. L’TIL-33 est exprimée a des niveaux €levés dans les tissus exposés a I'environnement
extérieur, tels que la peau et les muqueuses. Elle est aussi exprimée dans les glandes gastriques
I'estomac, les amygdales et les glandes salivaires (Mousts@édr2008). Au niveau cellulaire, les
travaux portant sur I’homme sont rares. Ils rapportent une expression constitutive des transcrits IL-

33 par les cellules musculaires lisses de divers tissus ainsi que par certaines cellules épithéliales d
poumon (Nakajima, 2006) et une expression protéique d’IL-33 aux niveau des cellules
endothéliales vaginales, pulmonaires, du colon et du tissu mammaire (Richer2012).

Chez la souris, le transctit-33 a été décelé a des niveaux élevés dans lI'estomac, le poumon, la
moelle épiniere, le cerveau et la peau, ainsi que dans le tissu lymphatique, la rate, le pancréas, le
reins et le ceeur mais a des niveaux plus faibles (Baekkevold et al.,2003). De plus, des niveaux
élevés de transcritd-33 ont été décelés dans les fibroblastes dermiques activés, des cellules
épithéliales bronchiques (Schmig al., 2005), notamment les cellules alvéolaires de type Il
(Mohapatraet al.,2016) ainsi que dans les cellules musculaires lisses bronchiques et celles des
arteres pulmonaire et coronaire (Schmital.,2005).

L’utilisation de souris « LaczZAL-33%/¢, génétiquement modifiées, a aussi permis d’étudier
I’expression transcriptionnelle tissulaire de 1’IL-33 en situation normale (Pichegt al.2012).

Chez ces souris, le gete33 a été inactivé par insertion d’une cassette Gt (pour « genet trap »),
contenant le géneac-Z dans I’intron 1 de I’ll-33. Cette insertiohacZ bloque la production de la
protéine IL-33 tout en permettant de vissal I’activité endogeéne du promoteur de 1’IL-33 par

mesure de I’activité activité p-galactosidase, en présence de son substrat X-Gal. Ce nouvel outil a
permis d’analyser 1'expression de 1'lL-33 endogenén vivo. Ainsi, le promoteur 1I-33 présente une
activité constitutive dans les organes lymphoides, rate et ganglions lymphatiques, le cerveau,
I’ensemble de tissu embryonnaire de souris et les barrieres épithéliales, y compris les épithéliums
squameux stratifiés du vagin et de la peau, ainsi que I'épithélium cuboidal du poumon, de
l'estomac et des glandes salivaires. De plus, une inflammation induite par I’injection de LPS
provoque une activation du promotelir-33 au niveau du foie. De la méme maniere,
l'inflammation allergique des voies respiratoires induite par la papaine stimule le proitne8ur

au niveau des alvéoles pulmonaires (Picle¢ryl.,2012).

Au niveau protéique, il a été rapporté une expression constitutive au niveau protéique dans les
mucus épithéliaux, dans I’endothélium rénal ainsi que dans le systeme nerveux central, ou elle est
exprimée par les cellules endothéliales, les astrocytes (Yasuokia 2011) ainsi que par les
oligodendrocytes (Gadaat al.,2015).
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4.2.1’IL -33, une expression exclusivement inductible au sein du systéme immunitaire

Les cellules du systétme immunitaire ne semblent pas exprimer 1’IL-33 de maniére

constitutive. En revanche, tant chez la souris que chez 1’homme, certaines composantes du

systeme immunitaire inné, en particulier les DC et les macrophages, nkéisyt 1’1L-33

suivant leur activatiorvia leurs TLR, soulignant bien que I’'IL-33 exprimée par les cellules

immunitaires innées est sinon strictement, au moins préférentiellement (Nakajima, 2006) (Talabot-
Ayer et al.,2012).

Le Tableau 3en regroupant les données disponibles de la littérature donne un apercu de la

distribution de I’IL-33 au niveau tissulaire et cellulaire chez ’homme et la souris.

Tableau 3 : Expressiongissulaire et cellulaire de I’'TL-33 chez I’homme et chez la souris.D’aprés
Salujaet al.,2015.

Espéce Expression Tissu/type cellulaire

Homme ARNmM Cellule épithéliale A549

Homme ARNmM Macrophage

Homme ARNm et protéine Fibroblaste cardiaque et cardiomyocyte

Homme ARNm et protéine Epithélium bronchique et cellule musculaire lisse des voies
aériennes

Homme ARNm et protéine Pancréas

Homme Protéine Mastocyte

Homme Protéine Cellule épithéliale, endothéliale, tissu lymphoide, kératinocyte
et estomac (cellule epithéliale)

Homme Protéine Fibroblaste

Homme Protéine Peau

Souris ARNmM Macrophage

Souris ARNmM Cellule glilale et astrocyte

Souris ARNmM Cellule épithéliale du poumon (MLE-15)

Souris ARNmM Systéme nerveux central

Souris ARNmM Poumon

Souris ARNm et protéine oeil et ganglion lymphatique cervical

Souris ARNm et protéine Pancréas

Souris Protéine DC

Souris Protéine Cellules épithéliale et endothéliale alvéolaires

Souris Protéine Lavage bronchoalvéolaire

4.3.L’IL -33, un facteur nucléaire
Il est bien admis quellL-33 est un facteur nucléaire associé a la chromatine et que son

domaine N-terminal, composé des acides aminés de 1 a 65, est nécessaire et suffisant pour <

55



liaison a la chromatine et sa localisation nucléaire (Cargiead.,2007). Cette interaction de type
protéineprotéine nécessite un court motif d’une dizaines d’acides aminés (acide aminés de 45 a

53, cf. Figure 9) qui se lie a une poche formée par I’hétérodimére histone H2A-H2B situé a la
surface du nucléosome (Rousselal.,2008). Ce domaine nucléaire N-terminal qui contient le
motif de liaison a la chromatine a été conservé au cours de 1I’évolution (Nakajima, 2006) (Carriere

et al.,2007). Ceci suggere que la localisation nucléaire et la liaison aux histones sont des éléments
importants pour la fonction et la régulation de I'lL-33.

Comme déja évoqué, I’IL-33 nucléaire peut agir comme un facteur réprimant la transcription
lorsqu’elle est surexprimée dans différents types cellulaires transfectés (Carriere et al.,2007) (Ali

et al.,2011). Jusqu’a présent, aucune ¢tude ne démontre définitivement le role de I’IL-33 en tant

que facteur modulant directement 1’expression des génes. Néanmoins, il a été proposé que la
séquestration de la sous-unité p65 dekBFpar 1’IL-33 au niveau du noyau limiterait son activité
transcriptionnelle (Alet al.,2011).

Cependant, une étude récente menée par 1’équipe de Jean-Philippe Girard vient de démontrer
qu’au niveau des cellules endothéliales, I’TL-33 agirait plutét comme une cytokine impliquée dans
I’expression d’un large panel de médiateurs immunitaire plutét que comme un facteur nucléaire
régulant cette expression (Gautier al., 2016). Dans cette étude menige vitro, 1’analyse
protéomique par spectrométrie de masse a permis de comparer les rbles extracellulaire e
intracellulaire de I'IL-33 ciblant les cellules endothéliales, connue pour étre une source majeure
d’IL-33 chez I’homme. Ainsi, les données obtenues révélent que le traitement des cellules
HUVEC (pour « Human Umbilical Vein Endothelial Cells ») parlde-33 extracellulaire induit
I’expression de nombreuses protéines associées a la réponse inflammatoire par les cellules
endothéliales Kigure 10). En revanche, la suppression au niveau nucléaire de I’'IL-33, par
inactivation du géndl-33 a l'aide de stratégiesiARN n'a eu aucun effet sur les cellules
endothéliales (Gautiet al.,2016).
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Figure 10: Principales protéines régulées par P’action de I'IL-33 sur les cellules endothéliales
humaines.Adapté de Gautiest al.,2016

La localisation nucléaire de 1’IL-33 pourrait aussi constituer un moyen de stockage « Sécurisé » en
situation normale. En faveur de cette hypothese, la suppression génique du domaine N-terminal de
I’IL-33 provoque des troubles conséquents de ’homéostasie du systeme immunitaire due a des
niveaux sériques élevés d’1L-33 (Bessat al.,2014). Ainsi, chez la souris, la perte de ce domaine
nucléaire empéche la liaison de I’'TL-33 a la chromatine, ce qui entraine une libération constitutive
d’IL-33 dans la cirddtion sanguine, accompagnée d’un recrutement important de PNN dans
différents tissus. La réponse a 1’inflammation exacerbée qui en découle provoque la mort des

souris de maniere dépendante du récepteur ST2. En effet, les souris invalidées pouSI géene
sont protégées et survivent a des taux trés élevés d’IL-33 circulante (Bessat al.,2014).

Ces observations insufflent I'idée précédemment rapportée que la localisation nucléaire de I'lL-33
a ét¢ maintenue au cours de I’évolution afin de réguler sa propre activité de cytokine a fort

potentiel pro-inflammatoire.

5. Régulation de ’activité biologique de I’IL-33

La protéine IL33 existe sous différentes formes qui possédent des niveaux d’activité
distincts. Ainsi, il existe une forme mature longue qui correspond a la protéine totale stockée dans
le noyau et une forme clivée plus courte qui peut étre mature et active ou inactive setorela na
de I’enzyme impliquée dans ce clivage et 1’état de la cellule. De plus, a I’image d’HMGB-1, la
protéine IL-33 peut également étre oxydée ou réduite. Ce meécanisme contribue aussi a la

régulation de son activité.
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5.1. Formes actives de I’IL-33

La forme immature/compléte de I’IL-33 ou « Full-Length » est biologiquement active
(Lathi et al.,2009) (Cayrol et Girard, 2014). Cette forme localisée au niveau nucléaire est libérée
dans I’espace extracellulaire par les cellules endommagées afin d’alerter le systéme immunitaire
du danger et de jouer son role d’alarmine (Cayrol et Girard, 2009).
L’activité de I’IL-33 est réguléeots de I’inflammation par des protéases. Au cours de la réponse
inflammatoire, les protéases libérées dans le milieu extracellulaire par les PNN (I’¢lastase, la
cathepsine G et la protéinase 3) (Lefraneaisl.,2012) et les mastocytes (Lefrancaisal.,2014)
peuvent cliver I’'IL-33 dans sa forme compléte en des protéines plus courtes de poids moléculaire
compris entre 18 et 21 kD&igure 11). Ces formes clivées d’IL-33 (19-20 kDa) ont été décrites
in vivo suite a une lésion pulmonaire aigué (Lefraneaiswl., 2012) L’IL-33 clivée est aussi
retrouvée au cours de la nécroptose incontrdlée qui survient chez la souris déficiente en récepteu
RIPK1 (pour « Receptor-Interacting Protein Kinase 1 ») (Rickatdal., 2014) suite a
I’inflammation des voies aériennes induite par une administration intranasale d’allergénes
fongiques (Coheret al., 2015) ou par administration de chitine (Mohapadtaal., 2016). Ces
formes clivées conservent leur domaine IL-1-like et sont de 10 a 30 fois plus actives sur les
mastocytes et les ILC2 que la protéine dans sa forme compléte. Ces protéases agissent toutes «
niveau d’une courte région dite « domaine central d'activation (Lefrancais et al., 2012)
(Lefrancaiset al.,2014) (cf.Figure 9). Ces observations suggérent que la génération de formes
matures hautement actives d’IL-33 est déterminante pour l'induction de réponses inflammatoires
dépendantes de ST2. Ainsi, les protéases des mastocytes comme celles des PNN sont responsab
d’une IL-33 mature impliquée respectivemetains 1’inflammation allergique et I’inflammation
infectieuse (Lefrancaist al.,2012) (Lefrancaigt al.,2014).

5.2. Formes inactives de I’IL-33 et mécanismes limitant son activation
Plusieurs mécanismes cellulaires sont décrits dans la littérature comme limitant les actions

et fonctions biologiques de 1’1L-33.

Comme nous I’avons déja discuté plus avant, la localisation nucléaire de I’alarmine 1L-33 et sa
rétention sont considérées comme un mécanisme permettant de limiter les puissants effets pro
inflammatoires de cette cytokine/alarmine, ce qui est crucial pour le maintien de I’homéostasie du

systeme immunitaire (Bessaal.,2014)(Figure 11).

Durant I’apoptose, I’action des caspases sur 1’IL-33 constitue un mécanisme complémentaire de
rétro-contrdle (Cayrol et Girard, 2009) (Lu#si al.,2009). En effet, ce processus contrecarre la
réponse inflammatoire dépendante de I’IL-33in vivo. Cette action des caspases sur I’IL-33 trouve
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son explication dans la structure tridimensionnelle particuliere de la cytokine. En effet, au niveau
de la boucle B4-B5 de I’'IL-33, il existe une insertion de 10 résidus qui n’est pas retrouvée dans la

structure des autres membres de la famille de I’[L-1 et qui contient un site consensus pour le
clivage par les caspases apoptotiques 3 et 7. En agissant sur ce site, la caspase-3 et la caspas
génerent deux produits IL-33 biologiquement inactifs (Cayrol et Girard, 2009) @tidihi, 2009)

(Figure 11). De la méme fagon, la caspase-1 contrilbugivo commein vitro au clivage de la
protéine IL-33 mature et a son inactivation (Cayrol et Girard 2009) (Madawuai., 2015).
Soulignons que s’agissant des cytokines IL-1- et IL-18, c’est au contraire leur maturation dans

leur forme active qui sera induite par la caspase-1 (Cretagh,2003). Des études réalisées chez

la souris déficiente en caspase-1 ont révélé son réle clé dans le contrdle de la réponse immunitair
de type Th2 au cours de I’inflammation allergique pulmonaire via l'inactivation de 1’IL-33

(Madouriet al.,2015).
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D’autres mécanismes de contrdle des fonctions de 1’IL-33 ont été mis en évidence; ils mettent en
jeu : 1) les formes solubles de ST2 et d’IL-1RACP qui agiraient comme des récepteurs leurres
neutralisant I’'TL-33 libérée dans les liquides biologiques (Saretds.,2007) (Cheret al.,2015);

2) ’oxydation de I’'IL-33 qui conduit a son inactivation (Cohetnal.,2015). Précisément, il s’agit

59



d’une oxydation au niveau des 4 résidus cystéine libres de 1I’'IL-33 et la formation de ponts
disulfure dans le domaine de type IL-1-like. Ceci entraine un changement de conformation de
I’TIL-33 empéchant sa liaison a son récepteur ST2 (Gatredr2015).

Ces données posent la question de la régulationtfadsttionnelle de 1’IL-33 en situation
physiopathologique et en particulier au cours des séquences d’IR associées a la transplantation

d’organe qui comprennent un stress oxydatif et un infiltrat de PNN conséquents.

6. Modes de libération ou de sécrétion de I’I1L-33

La cytokine IL33 ne posséde pas de peptide signal et n’est donc pas sécrétée de maniére
conventionnelle par le systtme RE-Golgi. Elle serait plutdt acheminée vers la membrane
plasmique par des lysosomes sécrétoires, comme pour HMGB-1, avec laquelle elle partage de
nombreuses similitudes (Bonaleli al.,2003) (Moussioret al.,2008) (Kluneet al.,2008). Une
fois a la membrane, la cytokine IL-33 est libérée dans le milieu extracellulaire par les voies
classiques de sécrétion, y compris les voies autocrines, paracrines, intracrine, juxtacrine et
retrocrine (Zhao et Hu, 2010). A I'image d’HMGB-1, I’'IL-33 nucléaire peut étre rapidement
libérée dans le milieu extracellulaire de maniére passive par les cellules en nécrose lors de
dommages tissulaires ou d’infections, agissant ainsi comme signal de danger endogene (Haraldsen
et al., 2009). L’alarmine IL-33 ainsi libérée par voie « nécrocrine », sans intervention de la
caspase-it sans I’action des caspases 3 et 7, serait une alarmine/cytokine de la nécrose tandis que
I’IL-1-f et I’[L-18 seraient des cytokines de 1’apoptose (Cayrol et Girard, 2009) (Zhao et Hu,

2010) Figure 12). Le phénomeéne de nécroptose constitue également une voie possible de
sécrétion de I’'1L-33 dans sa forme compléte et active dans le milieu extracellulaire (Retkak.d

2014). Le stress mécanique, qui survient pendant un traumatisme ou une infection, constitue un
signal suffisant pour entrainer la sécrétion/libération de I’'IL-33 hors de laellule, a I’instar de

HMGB-1 et de I'lL-1-0 (Kouzaki et al., 2011). Par ailleurs, en 1’absence de mort cellulaire,
’activation cellulaire induite par I’ATP peut également entrainer la libération d’IL-33. En effet,
I’exposition des voies respiratoires a des allergénes fongiques, comme le champigi@mnaria
alternata provoque une libération d’ATP extracellulaire, laquelle entraine, via 1’activation de
récepteurs purinergiques de type P2, une augmentation des taux intracellulaires de calcium et Iz

libération d’IL-33 dans sa forme immature/compléte active (Kouezahi.,2011).
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Figure 12: L’IL-33, une cytokine/alarmine

7. Récepteur et signalisation cellulaire mis en jeu par I’IL-33

Une fois dans le milieu extracellulairB]L-33 exerce ses fonctions biologiques en se

fixant sur son récepteur spécifique ST2.

7.1. ST2, chainapécifique du récepteur de I’ L-33

Le récepteur IL-33 (IL-33R) est un hétérodimere composé de la chaine ST2, chaine
spécifique de I’[L-33, et de la chaine dénommée IL-1RACP, co-récepteur commun aux cytokines
de la famille de I’'TL-1. Le geneST2 est situé chez I’homme et la souris respectivement sur le
chromosome 2 et le chromosome 1. La protéine ST2 présente des homologies frappantes avec le
chaines spéfiques des récepteurs de I’IL-1 et de I’'[L-18 (Garlandeet al.,2013). On distingue
deux formes principales de ST2, le ST2 soluble (sST2) et le ST2 membranaire (ST2 ou ST2L),
produites a partir du gérle-1RL1 respectivement avant et apres un épissage alternatif sous le
contrble de deux promoteurs distincts (Yanagisawal., 1993). Le sST2 ne possede pas de
séquence transmembranaire, expliquant pourquoi il est libéré dans le milieu extracellulaire. Des
niveaux accrus de sST2 sont associées a diverskslignshumaines d’origines rhumatoide,
cardiovasculaire, diabétiques ou allergiqgues (Molofskwl.,2015). ST2, quant a lui, constitue

une forme transmembranaire, considérée comme la composante fonctionnelle du récepteur IL-33.
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L'ectodomaine de ST2 se compose de 3 domainé&&elgu vient se fixer I’'IL-33 (Liu et al.,
2013).

7.2. Voie de signalisation I1L-33/ST2

La liaison de la protéine IL-33 au récepteur ST2 conduit au recrutement du corécepteur IL-
1RACP. La juxtaposition des domaines TIR (pour « TolR ») cytoplasmiques de ST2 et de
I’'IL-1RACP entraine alors une activation des voies de signalisation intracellulaire. Ces voies de
transduction du signal impliquent les protéines adaptatrice MyD88 et kinase IRAK1, le facteur
TRAF6 (pour « (TNF)-Receptor-Associated Factor),6conduisant a 1’activation des kinases de
la voie MAPK (ERK, p38 et JNK) et du facteur de transcriptiondBE-et finalement a la réponse
pro-inflammatoire, par la synthése de cytokines et de chimiokines (Sclemitd., 2005)
(Molofsky et al.,2015) Figure 13).

A) Activation de la voie de signalisation IL-33 B) Régulation négative de la voie de signalisation IL-33
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Figure 13: Voie de transduction du signal IL-33.(A) signalisationvia le ST2. L’IL-33 se lie & son
récepteur composé des chaineslRAcP et ST2. La fixation de I’'IL-33 sur son récepteur spécifique
entrahe I’activation de la voie de signalisation NF-kB et celle desMAPK (ERK1/2; p38 JNK1/2 et AP-1)
aboutissant aux différentes fonctions biologiques de 1’IL-33 et principalement la production de cytokines
par la cellule cible.§) Cette voie de signalisation est régulée négativementagarison de I’'IL-33 au
SST2 oucelle du récepteur SIGRR a I’IL-1RAcP empéchant le rapprochement des deux domaines TIR de
ST2 et IL-1-RACP et la transduction du signal IL-33. Adapté de kieal.,2016

La signalisation médiée par IL-33 peut étre inhibée par la molécule TIR8 (SIGIRR),
empéchant la dimérisation des domaines TIR de ST2 et d’IL-1RAcP. Ainsi, SIGIRR régule
négativement la signalisationa ST2 et inhibele processus inflammatoire de type 2 dans un

modele murin d’asthme (Bulek et al., 2009) Eigure 13). De plus, le systéme ubiquitine-
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protéasome permet de dégrader le récepteur ST2, ce qui limite la transduction du signal induite pal
IL-33 (Zhaoet al., 2012). Enfin, les microARN des exosomes relargués par les nématodes
répriment I’expression du géne ST2, inhibant ainsi la réponse de type Th2 (Betlkl.,2014).

8.L’IL -33, une cytokine avec des effets pléiotropes

8.1.L’IL -33 et le systéme immunitaire

L’IL-33 est une cytokine qui agit sur les cellules immunitaires exprimant le récepteur ST2
pour déclencher une réponse de type pro-Thl ou pro-Th2, selon la cible cellulaire, la nature du
stress cellulaire et de 1’organe 1ésé (Mirchandaniet al.,2012)(Molofskyet al.,2015) (Arshackt
al.,2016).Le signal médié par I'IL-33 via le ST2 des cellules myéloides et lymphoides partizipe
leur prolifération et a leur survie, a leur migration et a la production de médiateurs solubles
(Figure 14). L’IL-33 intervient dans I’homéostasie des ILC2 mais aussi des cellules T CDS8(+),
des cellules Treg et des polynucléaires éosinophiles au cours des réponses immunitaires (Cayrol €
Girard, 2014) (Molofsket al.,2015).

En plus des lymphocytes Th2 (Schngtzal.,2005) I’IL-33, en ciblant également les mastocytes,

les PNN, les éosinophiles, les polynucléaires basophiles et les ILC2, contribue a la mise en place
d’une réponse de type Th2 nécessitant le facteur de transcription GATA3 et aboutissant a la
production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 (L6hninget al., 1998). Ceci explique le role clé de I’IL-33

dans la réponse inflammatoire, en particulier aurscde 1’asthme allergique et au cours des
réponses anti-parasitaires (Mirchandetnal.,2012) (Molofskyet al.,2015).

D’autres acteurs de I’immunité, tant adaptative comme les lymphocytes T CD8(+) qu’innée
comme les DC, les PNN, les macrophages, les cellules NK et les cellules iNKT, expriment ST2 et
sont réactives a I’IL-33. L’IL-33 participe a la polarisation Th2 médiée par les DC par des
mécanismes encore mal décrits (Madtaal., 2014). CesDC, en réponse a I’IL-33, participent

aussia I’expansion des cellules Tregia leur production d’IL-2 (Mattaet al.,2014). De la méme
manicre, les mastocytes en présence d’IL-33 produisent I’IL-2 et participent a I’expansion des
populations de cellules Treg (Moritet al., 2015). L’action de I'IL-2 sur les cellules Treg
augmente 1’expression du récepteur ST2 par ces cellules, les rendant sensibles a 1’expansion par

I’TL-33. Sur les PNN, I'IL-33 agit comme facteur chémoattractant, induisant la migration de ces
cellules vers les lieux de I’inflammation par un mécanisme impliquant les molécules CXCL-1,
CCL3, IL-1 et TNF-a. Ce dernier permet 1I’expression du ST2 par les cellules cibles (Verri et al.,

2010).
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Figure 14: Cibles immunitaires de I’'IL-33. Adapté de Xwet al.,2017

En ce qui concerne les lymphocytes NK et iNKT, il a été montré que I’IL-33 potentialise la
production dIFN-y par ces cellules chez la souris (Bourgeois et al., 2009) et chez I’homme
(Smithgall et al.,2008), comme cofacteur de I’'IL-12 ou d’un engagement du TCR. En plus de
I’IFN-y, I’IL-33 participe a la production d’autres cytokines de type Thl, comme I’'IL-1-8 et le
TNF-0, une fonction qui met en jeu la voie de signalisation STAT4 et le facteur de transcription T-
bet (Baumanmet al.,2015).

Une élégante et trés récente étude menée a lmfaig etin vitro illustre parfaitement les réles
complémentairede I’'TL-33 en tant qu’alarmine et cytokine (Shimokawaet al.,2017). Dans ce
travail, les auteurs se sont intéressés a la réeponse « anti-helminthe » inddiéégransomoides
polygyrus Dans un premier temps, ce vers nématode provoque la nécrose des cellules épithéliales
de I'intestin qui libérent alors ’ATP et I’IL-33. Cette dernicre participe, en tant qu’alarmine, a
I’alerte du systéme immunitaire via la production d’IL-13 par les ILC2. De maniére concomitante,
les mastocytes exprimant le récepteurigergique P2X7R sont activés par ’ATP de fagon a
produire et a sécréter la cytokine 3B-qui a son tour renforce la production d’IL-13 par les ILC2.
Autrement dit, en réponse a un DAMP, ici ’ATP, les mastocytes proliférent et sécretent en
grandes quantités la cytokine B33- qui prend le relais de I'IL-33 alarmine, amplifiant et

renforcant ainsi la réponse anti-parasitaire de type Th2 médiée par les ILC2. Cealé&anaitre
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donc que les DAMP peuvent en concertation avec les alarmines, en l’occurrence 1’IL-33,
contribuer a leur néosynthése, garantie d’une action de type cytokine (Figure 15).
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Figure 15: Schéma hypothétique du role de I’alarmine/cytokine IL-33 dans I’infection parasitaire a
helminth. Adapté de Shimokawet al.,2017

8.2. Cibles et fonctions noimmunitaires de I’IL-33

Comme HMGBI, I'IL-33 cible des cellules non-immunitaires exprimant ST2, comme les
fibroblastes, les hépatocytes, les cellules épithéliales et endothéliales en amplifiant leur réponse
inflammatoire (Rostaet al.,2015) Au niveau du cerveau, I’IL-33 agit de maniere autocrine ou
paracrine. Elle est exprimée de maniére constitutive par les astrocytes, les oligodendrocytes et un
population de cellules gliales, dénommée « microglie » constituée de macrophages résidents qu
sont les seules a exprimer ST2. Ainsi, en cas de dommage tissulaire, I’IL-33 agit sur la microglie

pour favoriser sa polarisation en type M2, ceci en réprimant la réponse Thl@ét(hup2014)
(Wicheret al.,2017).

En accord avetexistence de cibles cellulaires non immunitaires, la littérature récente indique un

role de I’IL-33 dans des situations physiologiques n’engageant a priori pas le systéme
immunitaire. A titre d’exemples, nous citerons I’influence de I’IL-33 sur la thermogénése (Wong,
2016) et le métabolisme lipidique (Duanal.,2016) ainsi que sa fonction de protection contre

I’accouchement prématuré (Huanget al.,2017).
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9.L’IL -33 et la régénération tissulaire

En raison de sa capacité a induire la prolifération des cellules épithéliales et la production
de mucus au niveau du poumon et du tube digestif (Scleindtz,2005) I’implication de 1’'1L-33
en tant que facteur favorisant la réparation et la régénération tissulaire faisant suite a un stress a ét
logiguement poposée. De plus, la capacité de 1’IL-33 a cibler les Treg et les ILC2 au cours de
I’inflammation des muqueuses de D’intestin (Schiering et al., 2014) ou celle des muscles
squelettiques (Burzyet al.,2013)(Schiaffinoet al.,2017), constitue un autre élément en faveur
du réle de I’IL-33 dans la réparation tissulaire. Ainsi, ’'IL-33 active les cellules ILC2 dans un
modéle de lésion cutanée chez la souris, contribuant ainsi a régénérer la peau tandis que I
déficience en IL-33 diminue les réponses ILC2 et retarde ainsi la cicatrisation cutanée §Rak
2016) S’agissant de 1ésions cérébrales, les oligodendrocytes endommageés libérent trés rapidement
I’'IL-33 dans le liquide céphalo-rachidien, ce qui favorise le recrutement de cellules immunitaires
et la réparation tissulaire (Gadamtial.,2015).Concernant 1’endothélium, des travaux a la fois in
vivo dans un modé¢le d’angiogenése et in vitro ont montré que 1’IL-33 agit sur les cellules
endothéliales afin d’induire leur prolifération, leur migration et leur différenciation par la
production de NO synthase endothéligile la voie de signalisation ST2/TRAF6-Akt-eNOS, ce
qui fait de I’'TL-33 un facteur pro-angiogénique puissant (Ghail.,2009).
Enfin, les fibroblastes et les myofibroblastes des différents tissus constituent aussi une source
importante d'IL-33 au cours de la réponse inflammatoire, en particulier dans les maladies
associées a la fibrose (Kendall et Feghali-Bostwick, 2014) ainsi que dans la réparatioreses pla

et des muqueuses (Sponheital.,2010).

L’ensemble de ces données démontre ’implication de 1’IL-33 dans les phénomenes de
régénération/réparation tissulaire et le maintien de I’homéostasie tissulaire mais également dans

les processus de fibrose apres dommage tissulaire.

Chapitre 11l : IL-33 et le rein

1. Contexte général

Chez I’homme, I’'IL-33 est exprimée de maniere constitutive dans le noyau des cellules
endothéliales sur ’ensemble de 1’arbre vasculaire constituant différents tissus et organes, au
niveau des vaisseaux de petit et de gros calibres (Mousisiin 2008). S’agissant du rein, son

expression est décelée uniquement dans les noyaux des cellules endothéliales des capillaires pér
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tubulaires. En revanche, elle n’est pas mise en évidence au niveau des capillaires intra-
glomérulaires, ni au sein de la paroi musculaire lisse.

Chez la souris, le profil d’expression de 1’IL-33 est assez proche de celui de I’homme avec une
expression dans le noyau des cellules endothéliales des capillaires péri-tubulaires mais néanmoin
accompgnée d’une expression glomérulaire non décrite chez I’homme (Akcay et al., 2011).

Notons que pour ’homme et la souris, le marquage 1L-33 est absent au niveau des structures
tubulaires épithéliales du rein (Moussi@h al., 2008) (Akcayet al., 2011). Pour sa part,
I’expression du récepteur ST2u sein du tissu rénal n’a jusqu’ici pas été documentée.

Les maladies rénales, tant aigu€s que chroniques, qu’elles soient déclenchées par une
ischémie, des agents toxiques ou microbiens, des perturbations métaboliques causées par |
diabéte ou encore par I'[R associée a la transplantation rénale, impliquent de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires secrétées par les cellules immunitaires résidentes et/ou infiltrant le
rein (Kurtset al.,2013) (Meng, Nikolic-Paterson, et Lan, 2014). Cependant, la littérature demeure
assez pauvre sur le role de I’'IL-33 comme alarmine/cytokine dans le rein.

Des données observationnelles chez I’homme suggérent que 1’axe IL-33/ST2 est impliqué dans
I’induction de maladies rénales aigués et dans la progression vers des maladies rénales chroniques
(Chen, Li, et Yang, 2017) mais également dans le développement de néphropathies diabétiques
(Caneret al.,2014), de néphrites glomérulaires (Cle¢ml.,2017) ainsi que de carcinomes rénaux

a cellules claires (Wanet al.,2016). En situation expérimentale, a I’image d’HMGB-1, I’'IL-33

semble jouer un role dans I’IRA d’origine obstructive (Chen et al.,2016), toxique (Akcagt al.,

2011) (Parlet al.,2016) et infectieuse (Shelig al.,2016)

2. sST2, un biomarqueur de maladies rénales chroniques

Soulignons d’emblée que 1’IL-33 est une protéine fugace, instable et difficile a doser dans
le milieu extracellulaire. Ce mécanisme compromet la stabilit¢ de I’IL-33 et pourrait réduire sa
durée de vie et expliquer pourquoi il est difficile de doser cette cytokine. De plus, la détection des
niveaux d’IL-33 dans les liquides biologiques, en particulier le sérum (ou le plasma), chez
I’homme repose en grande partie sur I’utilisation de kits ELISA (pour «erzyme-Linked
Immunosorbent Assay ») commerciaux pour lesquels de nombreux « faux positifs » sont obtenus.
Ceci rend les recherches de corrélation entre les niveaux sériques d'lL-33 et le dysfonctionnement
rénal difficiles et sujettes a caution (Chen, Li, et Yang, 2017).
Une étude clinique réalisée par Beioal.,sur 69 patients insuffisants rénaux n’a montré aucune
différence dans les taux sériques d’IL-33 entre les individus sains et les patients atteints de

maladie rénale chronique, et ce quel que soit le degré de gravité de la maladie {B&0D12).
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En revanche, la méme étude révéle une corrélation positive significative entre les taux sériques de
sST2 et la sévérit¢ de la maladie chronique, permettant d’attribuer a sST2 un role de biomarqueur

déja documenté pour les maladies cardiovasculaires @Baal. 2012). Dans un modéle
d’insuffisance rénale chronique de la souris, il a été montré une augmentation de 1’expression en

IL-33 au niveau des cellules endothéliales aortiques (Vdieag,2014). Par ailleurs, des taux
sériques élevés de sST2 semblent étre associés a une altération de la fonction rénale chez d
patients atteints de maladie cardiovasculaire (Jaretzai., 2007). Ces données indiquent que

sST2 est un marqueur pertinent associé a la perte progressive de la fonction rénale.

3. L’IL-33 dans I'IRA en expérimentation animale

Dans un modele d’IRA induite par le cisplatine chez la souris, Akcay et al.,ont montré une
surexpression de la protéine 3B-dans le tissu rénal accompagnée d’une augmentation des taux
sériques d’IL-33 circulante. Dans cette étude, I’injection d’IL-33 exacerbe le dysfonctionnement
rénal, les 1ésions tissulaires et I’infiltrat inflammatoire riche en PNN et en T CD4(+) induits par le
cisplatine. A I’inverse, I’injection de sST2 neutralise les effets biologiques de I’IL-33, réduit
I’ensemble des 1ésions et améliore la fonction rénale. Les auteurs proposent un réle de I’'IL.-33
dans la pathogénie de I’'IRA induite par le cisplatine via un axe T CD4(+)/CXCL-1 (Akcagt al.,
2011).

D’autres ¢études utilisant des agents néphrotoxiques tels que le LPS, un inducteur de lésions
glomérulaires aigués (Lest al.,2013), la ferrostatin-1, un inhibiteur de la ferroptose (Martin-
Sanchezt al.,2017) ou encore le paracétamol, un amftammatoire non-stéroidien (Kandenair
al.,2017), ont suggéré une implication de I’'IL-33 dans I’'IRA. Par ailleurs, I’injection d’anti-IL-33,
dans un autre modele d’IRA néphrotoxique induite par 1'ovalbumine, réduit 1’expression tissulaire

de certains marqueurs de souffrance rénale. Ainsi, les expressions dd, KIMNOS
phosphorylée, d’iINOS et de la protéine kinase activée par AMP phosphorylée dans le rein sont
diminuées par rapport aux souris controles (leaed.,2016).

Dans un modéle d’IRA obstructive chez la souris, les niveaux d’IL-33 dans le rein étaient
augmentés suite a 1I’obstruction des voies excrétrices. La déficience en IL-33 a permis de préserver
I’intégrité des cellules épithéliales tubulaires et de réduire la fibrose interstitielle, comparativement
aux souris de type sauvage (Cleeml.,2016).

Enfin, en modélisant I’'IRA infectieuse, des études ont montré que Orientia tsutsugamushi
augmentait significativement I’expression d’IL-33 et de ST2L dans les reins et le foie des souris

infectées. Chez la souris mutée déficientellef33, 1’apoptose des cellules endothéliales était
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nettement moins importante que chez la souris sauvage (Sételtk, 2016), suggérant une

fonction délétére de I’IL-33 dans I’'IRA d’origine infectieuse.

Prises ensehie, ces études indiquent une régulation de 1’expression de 1I’IL-33 dans le rein

suite a une IRA dans différents modeles, cette expression semblant étre corrélée a la gravité de
Iésions tissulaires. L’implication de I’IL-33 est confirmée par son inhibition pharmacologique,
rendant pertinente la question de I’efficacité du ciblage de cette molécule comme nouvelle

stratégie thérapeutique dans le traitement de ’IRA. Ces données sont convaincantes quant au role

attribué a 1’'IL-33 en physiopathologie rénale. Néanmoins, elles ne rendent généralement pas
compte des mécanismes déclencheurs (libération pagsisesnéosynthése et sécrétion) dans la
mise en jeu de I’IL-33, et par voie de conséquence, ne permettent pas de discerner ses modes

d’action alarmine versuscytokine.

4. L’TL-33 en transplantation rénale

Un role de I’IL-33 en transplantation d’organes solide a été recherché dans plusieurs études
observationnelles chez I’homme dont & notre connaissance seulement quatre concernent la
transplantation rénale.

A la fin des années 2000, a I’époque ou ST2 était encore communément admis comme un
marqueur spécifique des cellules Th2, Brunetaual., avaient rapporté le réle de sST2 comme
molécule prédictive de rechute du syndrome néphrotique cortico-résistant apres transplantation
rénale (Bruneatet al., 2009). Bien que ce travail date 2009, le lien avec I’'IL-33 (voie
ST2/IL33)n’y était pas discuté par les auteurs.

Une seconde étude réalisée sur une cohorte de 64 patients transplantés rénaux a révélé des ta
sé&iques d’IL-33 significativement plus élevés chez les patients avec un greffon présentant des
dysfonctionnements chroniques par rapport aux patients avec un greffon stable. Ces niveaux
¢levés d’IL-33 étaient corrélés a une production plus importante de cytokines Th2 et a un
compartiment T CD4(+) mieux représenté, suggérant le role de ’'IL-33 dans le dysfonctionnement
chronique apreés transplantation rénale (Zhetregy.,2016).

Dans une troisiéme étude, I’augmentation des taux sériques d’IL-33 était associée a un risque
cardiovasculaire élevé chez le patient transplanté rénal, 1’age des patients, le diabéte, les taux
sériques de phosphore, la micro-albuminurie ainsi que le débit de filtration glomérulaire (GFR)
majorant ce risque. L’ensemble de ces données suggére que I’IL-33 accentue le risque

cardiovasculaire chez les patients ayant subi une transplantation rénale (Etaais@015).
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Ce n’est qu’en 2014, avec les travaux de Thierry et al., menés dans notre equipe, que le role de
I’'IL-33 a été abordé eant qu’alarmine en IR post-transplantation rénale chez I’homme (Thierry

et al.,2014). Ainsi, dans une étude pilote rassemblant au total 26 transplantés rénaux conseécutifs,
les taux urinaires d’IL-33 étaient augmentés de maniere significative par rapport aux valeurs preé-
greffes, ceci dés 3 heures aprés la reperfusion. De plus, les taux urinaires d’IL-33 étaient corrélés
positivement a la durée d’ischémie froide, cette libération d’IL-33 étant accompagnée d’une
augmentation des taux sérique et urinaire de sST2. De maniére intéressante, le relargage précoc
de I’alarmine IL-33 était associé a une activation du systeme immunitaire inné attestée par
I’augmentation des transcrits ST2L au sein des leucocytes périphériques et I’activation des cellules

iINKT dés 3 heures de reperfusion.

Ces données sont en faveur d’un rdle de I’axe IL-33/ST2, comme médiateur immunitaire précoce

associ¢ a I’IR induite au cours de la transplantation rénale chez ’homme (Thierry et al.,2014).

En conclusion,des arguments convergeantst en faveur de I’implication de 1’axe IL-
33/ST2 dans la pathogénie des maladies rénales y compris dans I’IR associée a la transplantation
rénale. Cependant, les mécanismes $aueats aux effets de 1’IL-33 restent encore a élucider, et
notamment le @ de I’IL-33 en tant que médiateur de 1’inflammation stérile pouvant agir sur les
cellules de I’'immunité innée, une composante essentielle du syndrome d’IR qui comprend les
cellules iNKT.

Les principales caractéristiques biologiques de la population iNKT, qui est considérée
comme d’archétype » des populations &8 « non conventionnelles », sont présentées dans la

partie qui suit de notre introduction générale.
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Troisieme partie

Les lymphocytes INKT, une population T innée impliquée dans la

genese des lésions d’IR
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Chapitre | : Biologie des lymphocytes iINKT

1. Les cellules T non-conventionnelles

Les lymphocytes T représentent une population de cellules effectrices immunitaires
capables de reconnaitre de maniere spécifique des déterminants antigéniques, présentés par I
molécules du CMH. lIs vont ainsi contrbler et/ou étre effecteurs des réponses immunitaires. Les
lymphocytes T sont une des principales populations responsables/supports de I’immunité
adaptative. La reconnaissance des déterminants antigénigues+CMH est assurée par le TCR. |
existe dax TCR différents, I’'un formé d’une chaine a et d’une chaine B, dénommé TCRxj,

I’autre formé d’une chaine y et d’une chaine 8, dénommé TCR@. Nous centrerons la suite de

notre exposé sur les lymphocytes T exprimant un BReu lymphocytes TCR3.

La majorité des lymphocytes TCé3 reconnaissent des antigénes présentés par des molécules du
CMH de classe | et de classe Il. Ces antigenes sont principalement des peptides antigéniques isst
de I’apprétement de protéines, glycoprotéines ou de lipoprotéines. Ces cellules T, qui sont parfois
surnommées « T-conventionnelles », sont caractérisées par une tres grande diversité de leu
répertoire reposant principalement sur la diversité combinatoire des genes codant les domaines V
D et J des chaines p ou V et J dechaines a du TCR ou « réarrangement VDJ/VJ ». Cette énorme
diversité du répertoire T fait qu’au sein d’une population naive, la fréquence de cellules
spécifiques d’un épitope est tres faible. La reconnaissance de I’antigéne au cours de la réponse
immunitaire va aboutir a un phénomeéne d’expansion clonale permettant de générer des cellules

effectrices ou régulatrices.

Ces 30 dernieres années, la biologie des populations T a permis la découverte de cellules T
particuliéres dites « invariantes » ou « sé@mariantes » dont le répertoire est « monomorphe »,
sans diversité des réarrangements des domaines V, D et/ou J (&odfre3015).

Ces populations de cellules T invariantes reconnaissent des antigénes présentés par des molécul
non classique du CMHt dans certains cas des molécules n’appartenant pas a la famille des
molécules du CMH, comme les butyrophilines pour certains lymphocytesyd GRertaines de

ces populations de lymphocytes T invariants/non conventionnels sont présents dans les
epithéliuny d‘organes non-lymphoides ou elles participent a I’immunosurveillance et a
I’homéostasie tissulaire. Ces cellules T vont le plus souvent exercer des fonctions innées, faisant

de ces cellules T des sortes de « Janus Bifrons » du systeme immunitaire : a la fois des cellules d

I’immunité innée et de I’immunité adaptative.

73



Sans avoir un souci d’exhaustivité (Figure 16 pour un récapitulatif des différentes populations
TCR-of invariantes), citons comme exemples de cellules T invariantes les lymphocytes iINKT
restreints par CD1d, une molécule apparentée aux molécules de classe | du CMH (Kronenberg et
Gapin, 2002) ou les lymphocytes MAIT (pour « Mucosal Associated Invariant T cells ») restreints
par MR-1 (pour « MHC-Related Molecule-1 ») qui appartient a la famille des molécules de classe
| du CMH) (Rossjohret al.,2015).
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Figure 16 : Les différentes populations de lymphocytes @B non-conventionnelles.Interactions des
cellules Tep non conventionnelles humaines)( et murines B) avec leur antigéne-cibleia leurs TCR
Les différents types de cellules présentatrices d’antigéne varient en fonction de 1’expression de leurs
molécules présentatrices d’antigéne. D’aprés Godfrey et al.,2015

B2m : B2-microglobuline ; CMV : cytomégalovirus ; iGb3 : isoglobotrihexosylceramide ; Agtigene,
TRAV : région variable de la chairedu TCR, TRAJ : région de jonction de la chainéu TCR, GEM :
« germline-encoded mycolyl-reactive

2. Les lymphocytes iINKT

2.1. Définition des lymphocytes iINKT

Les cellules NKT sont des cellules ayant des caractéristiques de cellules T, restreintes par
CD1d, et exprimant des marqueurs de cellules NK. On décrit parmi les cellules NKT, les cellules
NKT de type | ou cellules iNKT et les cellules NKT de type Il dont le TCR conserve une
variabilité importante. Nous centrerons dans la suite de notre exposé notre intérét sur les cellules
NKT de type | ou cellules INKT.

Le TCR invariant des lymphocytes INKT est présent dans de nombreuses especes comprenan
I’homme, la souris, le rat, le porc (Looringh van Beeek al.2009) (Thierryet al.,2012). Il est

aussi exprimé par d’autres mammiféres comme 1’¢éléphant d’ Afrique, le chien, le chat et le cheval
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mais pas par les ruminants (Looringh van Beetckl.,2009). Ceci suggere que les populations
iNKT sont conservées au cours de 1’évolution avec quelques différences entres les especes. La
population des cellules iNKT se distingue par I’expression d’un TCR-of3 semi-invariant utilisant
une chaine o unique qui résulte du réarrangement Val4-Jal8 chez la souris et de celui des genes

hortologues Vo224 et Jal8 chez ’homme (Brennanet al.,2013).

Comme nous le traiterons dans la suite de notre exposé, les lymphocytes iNKT possédent des

caractéristiques a la fois des effecteurs de I’immunité innée et adaptative.

2.2. Historique de la découverte des lymphocytes iNKT ou la naissance d’un paradigme

La mise en évidence de lymphocytes atypiques avec unapGRarticulier dans le thymus
de la souris fut rapportée a la fin des années 80. En effet, les équipes de RH Schwartz et de HF
MacDonald ont décrit simultanément I’existence d’une population de lymphocytes T TCR-
af(+)CD3(+) caractérisés par 1’absence d’expression des clusters de différenciation CD4 (L3T4)
et CD8 (Lyt-2), c'est-a-dire CD4(-)CD8(-), matures, sélectionnés positivement, apparaissant dans
le thymus apreés la naissance, soit donc plus tardivement que les cellules T conventionnelles (Budc
et al., 1987) (Cerediget al.1987) (Fowlkeset al., 1987). De facon remarquable, ces cellules T
thymiques utilisent de facon préférentielle une chfiide TCR possédant un domainf8/2, qui
n’est exprimée que par 20 % des lymphocytes T conventionnels (Budd et al., 1987) (Ceredig,
Lynch, et Newman, 1987) (Fowlkes al.,1987). Par la suite, il a été montré que ces cellules
exprimaient NK1.1, un marqueur des cellules NK chez la souris (Sykes 1990). Puigtfaihse
ont montré qu’il existait une population de thymocytes matures CD4(+)CD8(-) NK1.1(+) utilisant
de facon préférentielle un TCRVB8.2(+) (Araseet al., 1992). A la méme époque, en 1991, les
travaux d’Albert Bendelac chez la souris ont rapporté 1’existence dans le thymus d’une population
particuliere de lymphocytes T CD4 mature, ayant un phénotype de cellules activées, capables de
produire I’'IL-4 enréponse a ’engagement de leur TCR et de conserver cette fonction de sécrétion
méme apres leur migration dans la rate (Bendelac et Schawrtz, 1991). Enfin, indépendamment,
plusieurs équipes ont montré que ces deux populations n’en formaient qu’une seule, unique, ayant
un biais de répertoire p8.2, sélectionnée dans le thymus et exprimant un phénotype mémoire/NK
des la sélection thymique, produisant/exprimant un spectre non restreint de cytokines (comme
I’'IL-4 et I’IFN-y) (Araseet al., 1993) (Bendelac, 1994) et dont la chamedu TCR était
invariante, \&14-J:18 (Lantz et Bendelac, 1994) (Bendelac, 1994).
Parallélement, plusieurs équipes ont montré 1’existence chez I’homme de cellules T CD4(-)CD8(-)

cytotoxiques exprimant une chainedu TCR invariante Va24-Jal8 (hortologue du Val4/18
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murin) associée a une chajheu TCR utilisant le domaine variable V11 (homologue du V8.2
murin) (Brookset al., 1993) (Porcelliet al., 1993) (Lantz et Bendelac, 1994) (Niehwssal.,
1994).

Enfin, tant chez I’homme que chez la souris, les cellules INKT reconnaissent des antigenes
présentés par CD1d, une molécule non classique du CMH de classe | (Bendelac e
1995)(Brutkiewiczet al.,1995)(Exleyet al.,1997).

L’¢équipe de M Taniguchi est la premiére a avoir identifi¢é un antigene reconnu par les cellules
iNKT dans un contexte dépendant de CD1d. Il s’agit d’un glycolipide, 1’a-galactosylceramide (a-
GalCer) ou « KRN7008 (Kobayashiet al., 1995) Ce ligand synthétique dérivé de 1’éponge
marine Agelas mauritianusst capable d’activer fortement et spécifiquement les lymphocytes

INKT (Kawanoet al.,1997). Ces travaux ont abodtia construction d’un tétramére CD1d chargé

avec I’a-GalCer et couplé a un fluorochrome permettant de visualiser, par cytométrie en flux, les
cellules iNKT, chez ’homme et en expérimentation animale (MacDonald, 2000) (Matsudat al.,
2000) (Thierryet al.,2012) Ainsi, la découverte de I’a-GalCeret son utilisation en tant qu’outil
permettant 1’identification des lymphocytes iNKT, a été déterminante pour la compréhension de la
biologie de ces cellules. De plus, chez ’homme, 1’élaboration d’un anticorps clonotypique
dénommé « 6B1% se fixant sur la chaine o invariante Vo24-Jal8 du TCR permet d’identifier et

d’analyser spécifiquement les cellules INKT humaines (Montogaal.,2007).

2.3. Caractéristiques phénotypiques des lymphocytes iNKT

2.3.1. Un phéntype NK/mémoire chez I’homme et la souris

Chez la souris, les cellules iNKT expriment des marqueurs de cellules NK comme NK1.1
(NKR-P1C, ou CD161c), CD122 (chairfe commune du récepteur de I’IL-2 et de 1’IL-15),
NKG2D, NKG2A, ou encore les récepteurs de classe | du CMH de la famille Ly49 (Ly49-A,
Ly49-C, Ly49G/I). Elles expriment & un niveau intermédiaire le marqueur d’activation précoce
CDG69 ainsi que des marqueurs de cellules T mémoires tel que CD44 mais habituellement pas
CD62L (Figure 17).
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Figure 17 : Lymphocyte iNKT : restriction du TCR semi-invariant par le CD1d et ks principaux
marqueurs chez ’homme et chez la souris. Adapté de Bendelaet al., 2007; Matsudeet al., 2000;
Berzinset al.,2011

Le phénotype des cellyléeNKT chez I’homme présente de nombreuses similitudes a celui que
nous venons de décrire chez la souris comprerigritexpression de marqueurs de cellules NK
tels que NKR-P1A(CD161), CD56, CD16 (leyRill, récepteur de faible affinité des 1gG, portant
les fonctions de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps ou ADCC), CD122, les récepteurs
de classe | du CMH humain tels que NKG2A (CD159a) ou NKG2Z) eh phénotype de cellules
mémoires CD45RO(+)CD45RA(-)CD62L(-)CCRY(fBendelacet al., 1997) (Sharmaet al.,
2011).

I faut cependant noter que les utilisations du tétrameére CD1d chargé avec I’a-GalCer et/ou de
’anticorps clonotypique 6B11 ont révélé une grande variabilité phénotypique tant chez I’homme
que chez la souris. Ainsi, chez la souris, une fraction des cellules iNKT n’expriment pas NK1.1
tandis que chez I’homme, une minorité de cellules INKT expriment CD56, CCR7 ou encore
CD62L (Takahashet al.,2006) (données du laboratoire).

2.3.2.Un phénotype de cellules dans un état d’activation chronique ?

Schématiquement, le phénotype de cellules mémoires/activées/NK-like est présent des la
satie de la sélection thymique (cf. plus avant). Le maintien d’un état activé chronique, sur la foi
de I’expression de CD69, a longuement été¢ imputé a I’engagement continu du TCR des cellules
iINKT en périphérie. Cette vue a cependant été radicalement baglayd’étude des souris

« Knockin » Nur-Gfp ou Nur77 est couplée a la Gfp qui joue le r6le de rapporteur de 1I’expression
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de Nur. Nur77 est un facteur de transcription dont 1I’expression dépend de I’engagement du TCR et

de fagcon remarquable, alors qu’il existe une forte augmentation de I’expression Nur-Gfp dans les
cellules iNKT en sortie de sélection thymique, I’expression de Nur-Gfp par les cellules iNKT
périphériques (spléniques, hépatiques) est faible ou inexistante (Btaaan2011) (Holzapfekt
al., 2014) Ces résultats témoignent que 1’expression de CD69 par les cellules iNKT ne dépend pas

de I’engagement de leur TCR, mais plutot de la mise en jeu des « récepteurs innés » de cette
population (Holzapfekt al.,2014). Un autre travail pose directement la question du caractere
dispensable du TCR dans 1’homéostasie des lymphocytes iNKT aprés leur sélection thymique
(Vahl et al.,2013).En effet, les cellules iNKT survivent a 1’ablation de leur TCR aprés leur sortie

du thymus. De fagcon remarquable ell®nservent alors leurs fonctions effectrices n’engageant
pas le TCR (Vahét al.,2013).

2.3.3.Une dichotomie des lymphocytes iNKT humains en fonction de ’expression de CD4 ?

Chez I’homme et chez la souris, les lymphocytes iNKT matures peuvent étre divisés en
deux sougpopulations, en fonction de 1’expression de CD4. On distingue les cellules DN et les
cellules CD4(+)CD8(-) (simplgesitives ou SP) et chez I’homme il existe une sous-population de
cellules iNKT SP CD4(-)CD&a(+). De facon intéressante, les cellules iINKT CD4(+) humaines
sanguines ont un profil d’expression de cytokines non restreint, comprenant I’IL-4, I’IL-13, I’'TFN-

v et le TNFe, comparativement aux cellules CD4(-) qui expriment fortement la perforine, les

granzymes, I’IFN-y et le TNFe.

En résumé les lymphocytes iINKT possédent donc un phénotype de lymphocytes
activés/mémoires qu’ils acqui€rent au cours de la sélection thymique et qui se maintient en
périphérie en fonction du tissu ou résident ces cellules. De fagon remarquable, a la différence des
lymphocytes T « conventionnels », les lymphocytes iINKT ne dépendent pas de leur TCR pour

survivre et exercer leurs fonctions effectrices.

2.4. Développement, differenciation et maturation des lymphocytes iNKT
2.4.1. Développement des lymphocytes iINKT

A I’image des lymphocytes T conventionnels, les lymphocytes iINKT se développent, se
différencient et maturent dans le thymus comme en témoigne leur absence chez les souris
« Nude » athymiques. Ainsi, les lymphocytes iNKT et T partagent des précurseurs communs qui

dérivent de cellules souches hématopoiétiques (CSH) issues de la moelle osseuse (Betzbradica
al., 2005). Ces deux lignages divergent au stade DP (@apiin2001).
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Deux modeles théoriques de sélection thymique des cellules iINKT ont été proposeés. Ces deux
modeéles quis’opposent sont connus sous le nom de modéle de « pré-engagement » et modéle

« instructif ».

2.4.1.1. Le modele de pré-engagement

Le modéle de pré-engagement postule que les cellules INKT se développent d&yartir
précurseur prédestiné a se différencier en lymphocyte iNKT avant méme la recombinason de
TCR.

I a été proposé que I’expression de la kinase Fyn (Eberlet al.,1999) (Nunez-Cruet al.,2008)

du récepteur du GM-CSF (Satbal.,1999) ou encore du facteur de transcription c-Myc (Mycko

et al., 2009) (Huet al., 2010) puissent étre des éléments déclenchant le développement des
cellules iINKT préalablement au réarrangement des chaire$ du TCR. Un autre travail a
montré qu’au stade DP, un contingent de cellules exprimant ROR-yt (pour « Retinoic acid-related
Orphan Receptor yt »), comprenait des précurseurs des cellules iNKT. En effet, dans ces cellules
DP, RORgyt, le réarrangementd14-J:18 semble étre favorisé. Mais c’est ’engagement du TCR
semiinvariant qui permet [’acquisition du phénotype iINKT (cf. modele instructionnel)
(Bezbradicaet al.,2005)

2.4.1.2. Le modéle instructionnel

Le modele instructionnel propose un développement des cellules iINKT semblable a celui
des cellules T conventionnelles, avec formation d’un pré-TCR. L’engagement vers une voie de
différenciation spécifique aux lymphocytes iNKT est une conséquence du réarrangement aléatoire
des génes V-et de I’expression du TCR seminvariant Val4-Ja18 utilisant un segment VB 8, 7
ou 2 spécifique. Ceci permet aux pNKT ainsi formés d’étre sélectionnés positivement par les
thymocytes DP corticaux, d’origine hématopoiétique, qui expriment des glycolipides endogenes

portés par la molécule CD1d (Bendelac, 1995) (Gepai.,2001).

2.4.1.3. Un développement extra-thymique des lymphocytes iNKT ?

M Taniguchi, qui est le premier a avoir décrit la région jonctionnell@4/xx18, ceci dans
des hybridomes T suppresseurs restreints pdmtai et al.,1986) (Kosekiet al.,1990) (Koseki
et al.,1991), a des le début des années 1990 proposé que ces cellules puissent se différencier €
dehors du thymus (Makinet al.,1993).
Les travaux réalisés au début des années 2000 a¢&d techargé avec 1’a-GalCer ont apporté la
démonstration définitive que le thymus est nécessaire et suffisant au développement des cellule:
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iNKT et qu’il n’existe pas de différenciation extra-thymique des cellules iINKT (Pellic&t al.,

2002).

En résum, le modéle instructionnel permet de rendre compte d’un grand nombre de résultats
décrivant le développement des cellules INKT sans exclure une part liée au pré-engagement
puisque le développement vers le lignage iNKT est facilité par 1I’expression ROR-yt (Bezbradicaet

al., 2005).

2.4.2. Sélection positive et négative des lymphocytes iINKT

L’utilisation du tétramére CDI1d-aGalCer a permis de grandes avancées dans la

compréhension et I’identification des stades de développement des cellules iNKT (Figure 17).

2.4.2.1. Rble du TCR invariant dans la sélection des lymphocytes iNKT

Il est maintenant admis que les cellules conventionnellef €t les cellules INKT
proviennent d’un méme précurseur triple négatif CD3(-)CD4(-)CD8(-) et que la formation du
TCR Vol14M18 et son expression, durant le stade DP, est un ¢lément clé permettant I’engagement
vers le lignage INKT (Egawat al.,2005) (Daset al.,2010). En effet, les souris déficientes pour
les protéines de recombinaison RAG1 et RAG2 ou encore les salifi§ sont dépourvues de
cellules INKT. De plus, la molécule CD1d est essentielle car les souris'Gbhtdépourvues de
cellules NKT, y compris de cellules INKT (Bendelac,1995) tandis que ces cellules se développent
normalement chez une souris transgénique (pLck-hCD1d) exprimant exclusivement CD1d au
niveau des cellules corticales du thymus. Au stade DP, I’interaction entre le TCR-af des pré-
iNKT et le CD1d des thymocytes corticaux constitue 1’étape de la « Sélection positive ». Lors de
cette étape, I’interaction TCR-CD1d se faivia la reconnaissance de ligands endogénes non encore

identifiés de maniére certaine (cf. paragraphe 2.9.2.2).

2.4.2.2. Mise en jeu des signaux homotypiques SLAM/SLAM

La sélection positive des cellules iNKT requiert un signal généré par 1’engagement de la
molécule SLAM (pour « Signaling Lymphocytic-Activation Molecule », FLSAMF1 ou CD150) et
de la molécule Lyl08 (SLAMF6) (Jordaet al., 2007). Ces deux signaux permettent le
recrutement de ’adaptateur SAP (pour « SLAM-Associated Protein ») et de la kinase Fyn qui joue
un role essentiel dans le développement et la différenciation des cellules INKT. En effet, chez les
souris SAP et les patients XLP (pour «immunodeficiency X-linked Lympho Proliferative
disease ») qui ont des mutations « perte de fonction » ou « déleliogene codant 1’adaptateur

SAP, il existe un déficit numeérique et fonctionnel des lymphocytes iINKT (Grieetaak, 2007)
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(Chenet al.,2017). Ces données attestent de I’implication de la voie de signalisation SLAM-SAP
dans le développement des cellules iNKT.

2.4.2.3. La sélection négative des cellules iINKT

Au cours de la sélection thymique, les cellules T qui ont une affinité trop forte pour des
antigénes du soi exprimeés dans le thymus seront éliminées au cours de la sélection négative.

Il avait été suggéré que les cellules INKT échappent a la sélection négative. Cependant les étude
démontant que I’expression de Nur77, impliqué dans la transduction du TCR et la sélection
négative des lymphocytes T conventionnels, est fortement augmentée au sein des cellules INKT at
cours de la sélection thymique (Staeial.,2004) (Moraret al.,2011) (Holzapfekt al.,2014).

Par ailleurs, il est possible vitro etin vivo d’induire une délétion des cellules INKT en utilisant
I’a-GalCer. En effet, le traitement par I’a-GalCer induit une délétion intra-thymique des cellules
iNKT suggérant que pour un exces d’antigene, celles-Ci sont sélectionnées négativement. De la
méme maniére, la surexpression de la molécule CD1d provoque la délétion des cellules iINKT
(Chunet al., 2003). Enfin, les souris transgéniques pour &P8ont une délétion des cellules

iNKT probablement liée au fait que forcer 1’expression de CD8a sur les cellules iINKT augmente

de fagoncritique I’affinité du TCR pour CD1d et induit une sélection négative (Bendelac et al.,

1994).

En résumé ces observations suggerent que les cellules INKT sont sélectionnées
positivement par des ligands agonistes puissants en échappant a la sélection négativentCependa
le «gap » entre sélection positive et sélection négative étant trés étroit, pour desminime
modifications de I’intensité de stimulation par les ligands endogenes, le nombre de cellules iNKT
sélectionnées sera plus faible (cas probable Ehemme) et/ou exprimera un biais iNKT1 (Wen
et al.,2013) (cf. paragraphe 2.5.2.3).

2.4.3. Maturation intra-thymique des lymphocytes iNKT

Le développement intra-thymique se poursuit immédiatement apres les étapes de sélection
positive et I’acquisition du marqueur CD69 par les thymocytes DP qui se différencient et passent
par plusieurs stades de développement. Ce processus est long et est régulé par de nombret

facteurs clésKigure 18).

2.4.3.1. Egr-2, un facteur transcriptionnel critique dans la différenciation post-sélection
positive des lymphocytes iINKT

Apres la sélection positive, les précurseurs des cellules iINKT, en plus des marqueurs CD4,

CDS8 et du facteur de transcription RQREgawaet al.,2005), expriment les molécules CD69,
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CD24 et le facteur de transcription Egr (pour « Early Growth Response pspfia un niveau
éleve. Le facteur Ede; dont ’expression est induite par 1’augmentation des taux intracellulaires
de calkium provoquée par I’activation du TCR et de la mise en jeu de Ly108, module 1’expression

de genes essentiels au développement des cellules iINKT.

2.4.3.2. PLZF, un facteur de transcription clé de la maturation thymique des lymphgtes
iNKT

Le facteur de transcription PLZF (pour « Promyelocytic Leukemia Zinc Fingerprgtein »
(Lazarevic et al., 2009)(Duttaet al., 2013) est un membre de la famille des facteurs de
transcription BTB-POZ-ZF (pour « Broad complex, Tramtrac, Bric-a Brac [BTB], POxvirus Zinc
finger [POZ] Zinc Finger [ZF] »). PLZF joue un rble clé dans la différenciation tardive des
cellules iINKT notamment dans I’acquisition de leurs propriétés effectrices telles que la production

des cytokines immédiatement aprés stimulation (Sastagk,2008) (Seileet al.,2012).

2.4.3.3. Les étapes de la différenciation post-sélection positive des lymphocytes iINKT

La grande majorité des cellules immatures Hgf- perdent 1’expression du CDS8 et du
facteur RORyt. Ces cellules CD4(+) incapables de proliférer rentrent dans un processus de
maturation qui peut étre divisé en 4 étapes majeures.

Ces étapes se distinguent par 1’expression des marqueurs CD24, CD44 et NK1.1 (Benlagha et al.
2002) (Benlaghat al.,2005).

Stade 0 :CD4(+)CD24(+)CD48"“NK1.1°"
Le stade le plus précoce, dit « stade 0 », est caractérisé par une population
CD4(+)CD24(+)CD4%"NK1.1°" et nécessite les facteurs de transcription HEB (membre des
« Eprotein transcription factor ») et c-Myc. En effet, les thymocytes de souris déficientes pour
HEB ou c-Myc sont bloqués au « stade 0 » de la différenciation thymique (Mycko, 2009)
(D’Cruz et al.,2010). Par la suite, les cellules au « stade 0 » continuent leur maturation et entrent

dans une phase intense de prolifération amplifiant le pool des cellules iINKT.

Stade 1 :CD4(+)CD24"CD44°"NK1.1"°%

Le stade suivant ou stade 1 est associé a ’acquisition de PLZF. A ce stade, les cellules expriment
plus faiblement le marqueur CD24.

Stade 2: CD4(+)/DN CD2£"CD44"9""NK1.1°"
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Au « stade 2 », les cellules proliférent moins et une partie d’entre elles perdent I’expression du
CD4 pour donner naissance aux cellules DN.
A ce stade, les cellules acquicérent un phénotype mémoire avec 1’expression de CD44 et sont
CD4(+)/DN CD2#"CD44""NK1.1°". La plupart de ces cellules COY4D44""NK1.1°"
migrent vers les tissus périphériques en exprimant difféerents marqueurs NK (NK1.1) ou
d’activation (CD69 et CD122).
En revanche, celles qui demeurent dans le thymus « au stade 2 » vont pouvoir se difrencier
deux sous populations

- 1) une sous-population dénommeée INKT2 PLZF(+) qui exprime fortement GATA-3,

productrice d’IL-13 et d’IL-4 apres stimulatiomia le TCR
- 2) une sous-population dénommée INKT17 qui exprime RORt des niveaux

intermédiaires de PLZF

Stade 3: CD4(+)/DN CD2#"CD44"9"NK1.1"9"
Les cellules du « stade 3 » ont une prolifération réduite, sur-expriment les molécules NK1.1 et
CD44 et sont CD4(+)/DN CDZACD44""NK1.1"%". Elles acquiérent également I’expression du
marqueur CD122 et du facteur de transcription T-bet mais perdent partielléesprdssion de
PLZF. Cette population qui est dénommée iNKT1 produit principalement I’IFN-y et tres peu I’IL-
4 (Figure 18) (Benlagheet al.,2002) (Benlaghat al.,2005)(D’Cruz etal.,2010) (Constantinides
et Bendelac, 2013) (Gapin, 2016).

2.4.3.4. Les stades de la différenciation thymique des lymphocytes iINKT sont associés a une
maturation fonctionnelle

Durant les étapes de maturation intra-thymique, les cellules iINKT sont fonctionnelles; elles
sont capables de répondre a une stimulatianle TCR par la production de cytokines. Cette
derniére est dépendante du stade de développement du lymphocyte iINKT.

Les cellules au « stade 1 » et au « stadep@ivent produire 1’IL-4, I’'[L-10 et I’IL-13 suite &
I’engagement de leur TCR.

Les cellules au « stade»3sécrétent I’IFN-y mais peu ou pas I’IL-4 et possedent un arsenal
cytotoxique : perforine, granzymes, Fas ligand (Bendaacal.,, 2007) (Benlaghaet al.,
2002)(Constantinides et Bendelac, 2013)(Btesl.,2010).

Les cellules INKT qui expriment ROR-produisent des cytokines de type Th17 (en particulier
I’IL-17A) et ont un phénotype DN CD¥4NK1.1(-) (Doisneet al.,2011) (Gapin 2016). Cette
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derniére population est en particulier présente dans les ganglions/nceuds lymphatiques (Doisne et

al.,2011)Figure 19).
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Figure 18 : Etapes intra-thymiques de développement et de maturation des cellules iNKID’apres
Gapinet al.,2016

2.4.3.5. Une voie de différenciation alternative des lymphocytes iNKT ?

Les travaux de Gapiet al., (2001), d’Egawa et al., (2005) et de Pelliccet al., (2002)
avaient montré de facon claire que les lymphocytes iNKT se différencpantirdd’un précurseur
DP, ce qui semblait exclure une différenciation directe a partir d’un stade DN sans avoir atteint le
stade DP. L’équipe de M Taniguchi, en réalisant de nouvelles expériences de « fate-mapping »,
apporte des éléments suggérant qu’une fraction minoritaire de cellules iINKT est sélectionnée
directement au stade DN sans avoir atteint le stade DP (Dashtsicalol2017). Ce résultat
suggere que les précurseurs des cellules iNKT, a I’instar des cellules T conventionnelles, initient
le réarrangement de la chaile du TCR avant d’avoir atteint le stade DP. La principale
localisation en périphérie de cette population de cellules INKT différenciées de fagon
« alternative» est le foie ou elle posséde un phénotype et des fonctions NKT1-like (Dashtsoodol
et al.,2017).
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2.4.3.6. Les étapes de la différenciation thymique des lymphocytes iNKT humains

Chez I’homme, les étapes et les mécanismes de développement des lymphocytes iNKT
sont plus difficiles a étudier. Contrairement a ce qui a été décrit chez la souris, les cellules « au
stade 3 » ne sont pas retrouvées dans le thymus, cette étape terminale de différenciation semblal
avoir lieu uniquement en périphérie. En effet, les cellules INKT humaines quittent le thymus a
I’état CD4(+)CD161(-), le plus immature, pour poursuivre leur maturation en périphérie ou elles
acquierent le marqueur CD161. C’est aussi en périphérie que les cellules iNKT humaines peuvent
acquérir I’expression du marqueur CD8 ou bien évoluer vers un stade DN (Baevet al., 2004)
(Berzinset al.,2005).
Aprés leur maturation dans le thymus, les lymphocytes INKT sont exportés dans les organes

périphériques ou ils exercent leurs fonctions immunologiques.

2.5. Distribution tissulaire des lymphocytes iINKT

En situation physiologiqueart chez ’homme que chez la souris, les cellules iNKT sont
présentes, de maniére ubiquitaire, dans le sang périphérique et dans différents tissus lymphoides ¢
non lymphoides. Leur localisation et leur distribution dans 1’organisme sont régulées via
I’expression a leur surface de nombreux récepteurs de chimiokines (CCR1; CCR2; CCR4; CCR5;
CCR 6 et CCR7; CXCR1; CXCR3; CXCR4 CXCR6; CXCR5) (Thoreasal., 2003) et

d’adhésion.

2.5.1. Les lymphocytes iNKT : des cellules intra-vasculaires ?

Contrairement aux cellules T conventionnelles dont la survie en périphérie dépend de leur
interaction avec les molécules de CMH classe | et Il, la recirculation et la survie des lymphocytes
iINKT entre les tissus reste limitée et indépendante de CD1d (Masata2002).

L’interaction entre la molécules LFA-1 (pour « Lymphocyte Function-Associated antigen-1 »;
CD11a ou «wlL?2 integrine ») exprimée par les lymphocytes iINKT avec ICAM-1 des cellules
endothéliales permet leur rétention dans le foie par un mécanisme impliquant le facteur de
transcription PLZF (Emotet al., 1999) (Thomaset al., 2011) Ainsi, I’invalidation du géne

codant la molécule LFA-1 chez la souris entraine la disparition quasi-totale des cellules iINKT
dans le foie. De plus, I’interaction du récepteur de chimiokine CXCR6 exprimé a la surface des
cellules INKT du foie avec CXCL-16 des cellules endothéliales sinusoidales constitue un signal
important qui assure la rétention et la survie des cellules iINKT dans le foie (Geisstrann

2005). En effet, les souris génétiguement invalidées pour ce récepteur présentent un défau

numerique des cellules INKT au niveau du foie et des poumons (€@uken2009).
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Tous ces éléments ont amené Thomasal., a proposer que les cellules iINKT ont un role de

surveillance intravasculaire particulier dépendant @etession de PLZF.

2.5.2. Répartition tissulaire des lymphocytes iINKT

2.5.2.1. Chez la souris

Chez la souris, le nombre de cellules INKT est compris entre 0,010 et 1,5 millions selon
I’organe et le fond génétique considérés (Hammoret al., 2001)(Bendelaet al., 1997). Cette
distribution a été tres étudiée et documentée, en particulier, dans la souche de souris C57BI/6 ot
les lymphocytes iINKT représentent entre 0,2-0,5% des cellules mononucléées circulantes (soit
0,5%-2% des lymphocytes T) (Berzieisal.,2011) (Simoni eal., 2013).
Le foie représente I’organe le plus riche en cellules iNKT avec une fréquence avoisinant les 20 a
30% parmi les cellules mononucléées soit 30-50% des lymphocytes T totaux contre seulement de
1 & 2% parmi les cellules T de la rate et environ 0.5% a 1% des cellules T de la moelle osseuse, di
thymus, du cerveau, des intestins et des poumons (Beredela¢1997) (Brigl et Brenner, 2004)
(Berzinset al.,2011). Dans les ganglions lymphatiques et de la peau, la fréquence des cellules
iNKT est d’environ 0,2% au sein du compartiment T, soit cingdix fois moins élevée qu’au
niveau de la rate. Elles sont majoritairement NK1.1(-)CD103(+)CCR6(+)R@HRet produisent
I’IL-17A (Doisneet al., 2009).
Nous discuterons le lien entre leur localisation anatomique et leurs fonctions dans le chapitre
2.10.5.

2.5.2.2. Chez le porc

Chez le porc, I’étude pionniere de notre équipe a permis d’identifier et de caractériser les
lymphocytes iINKT chz ces animaux en utilisant la technologie du tétramére CDI1d couplé a-
GalCer. Les lymphocytes iINKT porcins représentent 0.1% des cellules mononucléées circulantes
et sont enrichis en cellules SP CD8(+) et DN. Elles possédent un phénotype mémoire activé (SLA-
DR(+) CD45RA(-)) et expriment le facteur de transcription PLZF. Aprés stimulativitro, ces
cellules iINKT sont capables de produire I'lffNt sont sensibles a ’action de la cytokine/alarmine
IL-33 (Thierryet al.,2012).

2.5.2.3.Chez ’homme
Chez I’homme, le nombre de cellules iNKT est moins élevé que chez la souris et
représente en moyenne de 0,1 a 0,2% des cellules T circulantes. Néanmoins, cette fragaence
considérablement selon les individus entre 0,01 et 1% des lymphocytes (Menialya2007)

(Simoniet al.,2013). En situation immunopathologique, le nombre de cellules INKT circulantes
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décroit, conséquence probable d’un recrutement de ces cellules dans le tissu inflammatoire
(Berzinset al.,2011).

Le foie humain, contrairement a cetle la souris, n’est pas enrichi en cellules iNKT (environ 1%

des lymphocytes) (Simowit al.,2013). Elles sont plutdt bien représentées au niveau des feuillets
du péritoine (omentum) ou elles constituent environ 10% des cellules T (eyath2009).

Ces différences de fréquence des cellules iNKT entre I’homme et la souris pourraient étre dues a

des différences subtiles du CD1d entre ces deux espéces. En faveur de cette prapusition,
souris dépourvue de CD1d murin et rendue « Krinck-pour le CD1d humain posséde des
fréquences de cellules iNKT comparables a celles observées chez ’homme, avec un phénotype
comparable a celui des cellules INKT humaines (faible fréequence de cellules CD4(+)gsarmi
iNKT, faible expression de I’'IL-4 par rapport aux cellules INKT murines, forte expression de
I’'IFN-y) (Wenet al.,2013).

En compensation de cette moindre fréquence de cellules iNKT chez I’homme, il existe une plus
grande diversification des populations T non conventionnelles et/ou invariant€gy(ce 16),
comprenant non seulement les cellules NKT de type 2, les cellules MAIT, les GEM (pour
« Germline-Encoded Mycolyl-reactive ») mais aukshsemble des cellules T restreintes par

CD1a, CD1b et CD1c, lesquelles sont absentes chez la souris (B¢r@in2011).

2.6. Caractéristiques fonctionnelles des lymphocytes iINKT

L’utilisation de souris Ja18" (déficientes en cellules iINKT) ou CDId(déficientes en
cellules NKT a la fois de type I et II) et du tétramére CD1d/a-GalCer pour les identifier, jointe a
I’administration in vivo d’a-GalCer pour stimuler ces cellules, a permis d’étudier la biologie des
cellules iNKT et d’¢élucider leurs nombreuses fonctions dans le controle de la réponse immunitaire
locale et systémique. Ainsi, le role des cellules INKT dans le développement des tumeurs, la
réponse antimicrobienne, les maladies auto-immunes et allergiques, est maintenant bien établi.
C’est en grande partie le pouvoir cytotoxique et la capacité a produire une large gamme de
cytokines pro-inflammatoires et arnitiflammatoires ainsi que leurs interactions avec d’autres
cellules immunitaires, qui conférent aux cellules INKT les propriétés régulatrices qui leurs sont

attribuées dans de nombreuses situations immunopathologiques.

2.6.1. Pouvoir cytotoxique des lymphocytes iNKT

Tout comme les cellules NK, les lymphocytes iNKT matures sont dotées d’un arsenal
cytotoxique. En effet, de par leur expression de la perforine, des granzymes A et B, de FasL

(pour « Fas Ligand » ou CD95L), et de la molécule TRAIL (pour « TNF-Related Apoptosis-
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InducingLigand ») requérant le facteur de transcription T-bet (pour « T-box expresseglls»), c

les cellules iINKT sont capables de lyser de maniéere directe les cellules cibles par un mécanisme
impliquant ou non I’engagement du TCR et la présentation par CD1d (Matsuda et al., 2006)
(Bassiriet al.,2014) (Miseet al.,2016) (Nourst al.,2016).

2.6.2. Production de cytokines par les lymphocytes iNKT

Les cellules iINKT se distinguent des lymphocytes T conventionnels et des lymphocytes
NK par leur remarquable capacité a produire un large spectre de cytokines dans les quelques
heures suivant la reconnaissance des antigenes glycolipidiques présentés par CD1d e
I’engagement de leur TCR ou via I’action des cytokines comme I’IL-2, ’'IL-12, ’'IL-18 et I’IL-33.
Elles sécretent des cytokines de type pro-Thl comme leol NH-=-2 et I’IFN-y, des cytokines de
type proTh2 comme I’'IL-4, I'IL-5 et I'IL-13 mais égalementIL-6, I'TL-17 et I’'TL-21, des
cytokines tolérogénes/immunosuppressives telles que I’'IL-10 et le TGFS ainsi que lesfacteurs de
croissance hématopoiétiqgue-3 et GM-CSF. De plus, les cellules iINKT activées peuvent
produire des chimiokines comme CCL5/RANTES, 1I’éotaxine, MIP1-a et MIP1-f (Matsudaet al.,
2008) Figure 19).

iNKT 1 « Thi-like » iINKT 2 « Th2-like » iNKT 17 « Th17-like »
CDA4+/- cpa
IL-12R IL-25R IL-23R
(3
) NK1.1 ) S }@

TCR& T Nf / PLZF,

PLZF,
GATA3 \ &C‘Ai ET:“- ,‘
)\ 4

l 1

Cytokines IFN-y IL-4, IL-9, IL-1, IL-13 IL-17A, IL-21, IL-22
produites (IL-4) (GM-CSF)
Tissus associés Rate, foie Poumons, intestin Poumons, peau, ganglions
lymphatiques

Figure 19 : Principales caractéristiques des sous-populations iINKD’aprés Brenneet al.,2013

En fonction de D’espeéce, du phénotype et de la localisation (tissulaire en périphérie ou
systémique), la réponse des cellules INKT en termes de production de cytokines varie
considérablement. Celle-ci est dépendante de la nature du glycolipide présenté. En effet, une
stimulationin vitro des cellules iNKT murines par 1’a-GalCer induit une production d’IFN-y

tandis qu’une stimulation par I’OCH, un analogue synthétique de 1’a-GalCer dont le sphingoside
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est tronqué, induit une production préférentielle d’IL-4 (Miyamoto, Miyake, et Yamamura 2001a)
(Qiao et al., 2015) De plus, les différents profils d’expression de cytokines produites par les

cellules iNKT pourraient étre en lien direct avec ’intensité du signal délivré au TCR. Ainsi, chez

I’homme et la souris, la stimulation in vitro avec defaibles doses d’a-GalCer provoque la
production de GM=SF et d’IL-13 par les cellules iNKTia la voie des MAPK. En revanche, une
stimulation plus forte du TCR, avec des doses plus élevées du méme ligand, active la voie de
signalisation du calcium induis@de ce fait une production d’IL-4 et d’IFN-y et a de trés fortes

doses celle d’IL-2 (Wanget al.,2008).

2.7. Activation des lymphocytes iINKT

Les lymphocytes iINKT matures peuvent étre activés de trois différentes manieres en
fonction de la nature de I’activation engageant ou non le TCR. On distingd¢ une activation
engageant le TCR2) une activation engageant les cytokines mais pas le TCR, et 8nfing
activation engageant le TCR et les cytokines. Quel que soit le mode d’activation, les cellules
iINKT sont capables, de maniére rapide, de sécréter des cytokines et des chimiokines, de prolifére

et d’exercer des fonctions cytotoxiques (Figure 20).

2.7.1. Activation dépendante du TCR

Ce mode d’activation nécessite la reconnaissance par le TCR des cellules iNKT d’un
antigéne glycolipidique agoniste présenté par la molécule CD1d des CPA. Selon la nature de
I’antigéne, on distingue deux modes d’activation dépendant du TCR : I’activation directe et
’activation indirecte impliquant respectivement la présence de ligands exogenes et endogénes
(Brigl et Brenner, 2010).

2.7.2. Activation dépendante des cytokines

En absence de stimulation dépendante du TCR, certaines cytokines sont capables d’activer
les cellules iNKT et d’induire leur production de médiateurs inflammatoires. En effet, de
nombreuses études ont montré que 1’ajout d’IL-12 et d’IL-18 constitue un signal suffisant pour
médier 1’activation des cellules iNKT (Jacomet et al., 2016). L’IL-1B et I’IL-23 agissent
egalement sur les cellules INKT pour imcula production d’IL-22 (Pageet al.,2012). De plus,
dans des modéeles d’infection par Streptococcus pneumonia®phingomonas yanoikuya@rigl et
al., 2011) ou encore par le cytomégalovirus (Weslesl.,2008), I’engagement des TLR4, TLR7
et TLRO pr&ents a la surface des DC et la production d’IL-12, d’IL-18 et des IFN de type | qui en
résulte permet une activation CD1d-indépendante des cellules INKT (Kitashuah, 1999)
(Pagetet al.,2007) (Tyzniket al.,2008).
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2.7.3. Activation dépendante du TCR et des cytokines

Certains agents pathogenes comme les bact®aiesonella typhimuriumStaphylococcus
aureuset Mycobacterium tuberculosise possedent pas de glycolipides spécifiques du TCR des
cellules iNKT et sont de ce fait incapables d’activer de maniere directe le TCR des cellules iNKT.
Néanmoins, ces bactérieia leurs ligands des TLR4, 7 et 9 vont induire la maturation des CPA,
laquelle va aboutir a la production d’IL-12, d’IL-18 et/ou des IFN de type I ainsi qu’a la néo-
synthése d’antigénes lipidiques apprétés et présentés par CD1d aux cellules iNKT. Ainsi, les DC,
en exprimant ces néo-antigenes endogenes et en produisant des cytokines, contribuent :
I’activation « indirecte » du TCR des cellules iNKT par les bactéries (Btigll.,2003) (Mattner
et al.,2005) (Pagett al.,2007) (Briglet al.,2011).

CPA iNKT
A
Activation N @ == (il \
dépendante du TCR . fldaéﬂm . / *  IFN-y,IL-17,IL-4
B IL-12, IL-18
IL-23, IL-1B, IL-33
Récepteur de
. cytokines
_ Activaion 5 g i ) > IFN+,IL-17,1L-22
dépendante des cytokines : N\ /
C
IL-12, IL-18
Activation S @ : i
dépendante du TCR ‘ = | =3  |FN-y

et des cytokines / cD1d TR\

Figure 20: Les différents modes d’activation des cellules iNKT. Activation dépendante du TCRa la
reconnaissance d’antigénes présentés par la molécule CD1d des CPA (A); Activation dépendante des
cytokines principalement libérées par les CIBA ;(Double activation des cellules iNKWia I’interaction
TCR-CD1d et I’action des cytokines (C).

En résumeé I’activation des lymphocytes iNKT est en permanence controlée par des signaux
innés et des signaux « adaptatifs » mettant en jeu le TCR. Dans certaines situations, ces signau
innés et adaptatifs vont induire les fonctions des cellules INKT en agissant en concertation (cf.

paragraphe 2.7.3).
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2.8. Interaction des lymphocyes iNKT avec d’autres cellules immunitaires

La reconnaissance du complexe CD1d/antigéene lipidique par le TCR des cellules iNKT
permet non seulement leur production de cytokines mais aussi I’augmentation de leur expression
membranaire de CD154 ou CDA40 ligand (CD40L). La liaison du CD40 exprimé par les CPA et du
CDA40L par les cellules iNKT participe a la surexpression des marqueurs de maturation des DC, le
CD80 et le CD86, amplifiant alors la production d’IFN-y des cellules iNKT (Fujii et al.,2003).
Ainsi, les DC matures produisent 1’IL-12 qui favoris cette production d’IFN-y.
La production d’IFN-y par les cellules iNKT conduit a I’activation et la prolifération des cellules
NK qui sécrétent alors euxémes I’IFN-y. L’action des cytokines IL-12 et IFNy augmente
I’expression des récepteurs de mort FasL (CD178) et TRAIL (CD253) par les cellules NK.
Les cellules iNKT yvia leur TCR et/ou les cytokines qu’elles produisent, dialoguent non seulement
avec les cellules NK mais aussi avec les cellules B, les cellules T CD4(+) et T CD8(+), les
monocytes/macrophages et les PNN (Carrewd.,1999) (Brennaret al.,2013)(Figure 21).

PNN Cellule NK

/&'5' ) (@ o

@ s 7

/
e ~ 1cos
/\ - '/:““ DC
Ty-6 _
éosinophile (| Cellule B

Macrophage
Figure 21 : Interaction des lymphocytes iNKT avec les autres effecteurs immuaites. Adapté de
Matsudeet al.,2008

2.9. Les lymphocytes iNKT et la molécule CD1d
Comme déja évoqué, c’est la molécule CD1d, appartenant a la famille CD1 des molécules
de CMH de classe | non classiques et non polymorphiques, qui présente les antigenes lipidiques

aux cellules INKT.
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2.9.1. La famille du gene CD1

Chez I’homme, le locusCD1 situé sur le chromosome 1 comprend cing geaéxla a
CD1e. Dans les cellules myéloides, 1’expression des génes CD1la CD1b CD1c et CD1le est
inductible et celle du géneéD1d est constitutive (Dascher et Brenner, 2003). Les protéines CD1a,
CDIlb et CDI1c sont impliquées dans la présentation d’antigeénes lipidiques d’origine exogéne alors
que la protéine CD1d est impliquée dans la reconnaissance des glycolipides tant exogénes
qu’endogénes (Salio et al., 2014). Chez les rongeurs, le loc0®1 comprend seulement deux

genes CD1dletCD1d2qui sont homologues au CD1d humain (Dascher et Brenner, 2003).

2.9.1.1. Structure des protéines CD1

Principalement exprimées dans le thymus (Carsthid., 1993), les protéines de la famille
CDI1, a I'image des molécules du CMH de classe I et II, sont composées d'une chaine a
transmembraire qui s'associe de maniére non covalente a une chaine f2-microglobuline. La chaine
a se replie pour former trois domaines extracellulaires (al, a2 eta3). Les domaines al et a2
délimitent un sillon hydrophobe contenant une poche dans laquelle les ligands lipidiques se fixent.
Pour la molécule CDle, la chaine o est clivée au niveau des endosomes tardifs entre les domaines
a3 et le domaine transmembranaire, générant ainsi une forme soluble et active de CD1e qui reste

dans le compartiment intracellulaire (Angéniemal.,2000) (Salleet al.,2005).

2.9.1.2. La molécule CD1d

La protéine CD1d est donc une glycoprotéine transmembranaire de type « CMH-I-like »,
fortement conservée au asude [1’évolution, exprimée par la majorité des cellules
hématopoiétiques et notamment les CPA. Ainsi, les DC, les monocytes/macrophages et les
lymphocytes B sont capables d’interagir via leur CD1d avec les cellules iNKT (Sako al.,2014).

Peu exprimée par les organes non-hématopoiétiques, CD1d est néanmoins présente au niveau
I’épithélium intestinal, des voies biliaires (Tsuneyama et al. 1998), de 1’épithélium tubulaire rénal
(Canchiset al.,1993) ainsi qu’au niveau des hépatocytes, des cellules de Kupffer et des cellules
endothéliales sinusoidales du foie adulte (Agraél.,2005).

La molécule CD1d est synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique ou elle peut lier des
glycolipides endogénes et étre par la suite exportée vers la membrane plasmique (Btakpvic
2004) (Dougaret al, 2005). Une fois a la membrane plasmique, CD1d, a I’inverse des molécules

du CMH de classe |, présente les antigénes lipidiques grace a ses deux poches hydrophobe
(nommé A’ et F*) (Figure 22) (Moodyet al.,2005). Les souris transgéniques CDHdnt le géne

codant CD1d est invalidé, ne possedent ni cellules iNKT ni cellules NKT de type Il, ce qui
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confirme I’importance majeure de cette molécule dans le développement de ces populations

lymphocytaires (Bendelast al.,2007).
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Figure 22 : Structure des molécules CD1d humaine et murin®’aprés Moodyet al.,2005

2.9.2. Ligands reconnus par les lymphocytes iNKT

La nature et 1’origine des ligands restreints par CD1d restent peu connues. Néanmoins,
plusieurs ligands présentés par CD1d ont été décrits comme possédant des effets activateurs sl
les cellules iNKT. Les ligands identifiés jusqu’a maintenant sont des antigenes de nature lipidique
ou glycolipidiques a caractere amphiphile possédant une téte hydrophile et une queue hydrophobe
Les chaines alkyles de ces antigénes se positionnent dans les poches hydrophobes poofondes a
gue la partie hydrophile polaire reste a la surface de la molécule CD1d ¢Katt2005) (Salio
et al.,2014).Ceci facilite le contact avec le TCR a la fois de I’antigéne et des deux chaines al et
02 de CDI1d. Ainsi, lors de la présentation de [’a-GalCer, les domaines CDRla et 2a
hypervariables du TCR sont en contact direct avec le CD1d tandis boecla CDR3a du TCR
interagitavec le ligand a-GalCer (Moodyet al.,1997) (Kochet al.,2005) (Zajonet al.,2005).

2.9.2.1. Ligands exogenes

L’a-GalCer fut le premier ligand des lymphocytes iINKT a étre identifié, ceci en 1995, lors
de recherches visant a identifier des composéesuamiraux issus de 1’éponge marine Agelas
mauritianugM. Morita et al. 1995). Par la suite, la structure de cette molécule a été modifiée pour
donner lieu & une molécule synthétique ou « KRN7000 » plus efficace que la forme naturelle
(Kobayashiet al.,1995) (Yamaguchet al.,1996).
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Ce glycolipide, en se fixant au CDlgbrmet 1’activation du TCR des lymphocytes iNKT et leur
production de cytokines. L’a-GalCer est un glycosphingolipide constitué d’une partie hydrophobe,
comprenant urtéramide qui se fixe dans la poche F' du CD1d et d’une chaine acylée qui se fixe

dans la poche A' de CD1d, permettantau galactose de se fixer au TCR @add¥997) (Koch

et al.,2005) (Zajonet al.,2005).

Des analogues structuraux de I’a-GalCer commd’OCH (Miyamoto et al., 2001), le PBS-25
(Zajoncet al.,2005), le PBS-57 ou encore le NtGalCer (Aspeslaghkt al.,2011) (Guillaumest

al., 2015)sont également capables d’activer les cellules iNKT mais de mani¢re moins efficace que
I’a-GalCer (Carreiiet al.,2016) Eigure 19).

Des ligands exogenes d’origine microbienne provenant pour la plupart de bactéries et reconnus par

les cellules INKT dans le contexte CD1d ont été identifiés. Ces composés comprennent le
monogalactosyl-diacylglycérol BgGL-Il, um-galactosyl-diacylglycérol isolé de la bactérie
Borrelia burgdorferiKinjo et al.,2006), les a-glucosyl-diacylglycérols présents a la surface de la
bactérie Streptoccoccus pneumoniae(SPN-GIc-DAG) (Kinjo et al., 2011), lo-
galacturonocéramide GSL-1 (pour « GlucoSphingoLipid-1 »), composant principal de la paroi des
bactéries du genr8phingomonagqSriramet al., 2005) (Mattneret al., 2005) (Bendelaet al,

.2007), le phosphatidylinositolmannoside (PIM) produit probacterium bovigBrigl et al.,

2011) et enfin, un lipopeptidophosphoglycane (LPPG) isolé de la membrane du parasite
protozoaireEntamoaba histolyticélotteret al.,2009).

L’ensemble de ces ligands exogenes naturels des cellules iNKT induisent leur production de

cytokines et/ou stimulent leur pouvoir cytotoxique.

2.9.2.2. Ligands endogéenes

Les constituants lipidiques des cellules des mammiféres et notamment ceux des
membranes biologiques comme les glycosphingolipides et les phosphoglycérolipides, représentent
une source importante d’antigénes naturels capable de stimuler les cellules T non
conventionnelles, y compris les cellules iNKT.

La molécule CD1d est susceptible de présenter des ligands endogénes comme le
phosphatidylinositol (PI), le phosphatidylglycérol (PG), la phosphatidyléthanolamine (PE) ou le
lysophos-phatidyl-éthanolamine (lysoPE) qui peuvent stimuler les cellules iINKT murines et
humaines (Gumperet al.,2000) ( Brennamt al, 2013). Mais la réactivité pour ces antigenes est
considérée comme faible et souvent peu reproductible.

I avait été proposé que I’isoglobo-trinexosylceramide (iGB3) soit le ligand naturel assurant la
sélection thymique des cellules INKT (Zhetial, 2004) mais plusieurs travaux ont infirmé cette
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hypothese, en particulier du fait que les cellules iNKT souris invalidées pour 1’iGb3 synthase

ont un développement normal (Porubskyal.,2007). D’autres antigénes ont été proposés comme

pouvant étre des ligands naturels et physiologiques de la sélection thymique des cellules iINKT
des phospholipides, des gangliosides ou les galactocéramides (Bendelz007).

Un des problémes majeurs rencontrés dans la recherche du ligand endogéne des lymphocyte
iINKT était que parmi les antigénes expérimentaux, seuls ceux comprenant un anomere en positior
o du sucre, étaient capables de stimuler les cellules iNKT alors qu’un certain nombre d’arguments

prédisait que les mammiferes ne synthétisent pas de forme anomerigira et al.,2014). En

raison de 4&’impossibilit¢ » de trouver des anomeéresglycosphingolipides produits chez les
mammiféres, certains anomeéiggdont lep-GlucosylCeramide o-GluCer) ont été testés, ceci

avec succes (Brennast al., 2011). Cependant, Kaiat al., (2014) apres avoir préparé ¢

GluCer, ont observé qu’aprés dégradation de cette préparation par de [glucosidase, celle-Ci
conservait sa capacité a stimuler les lymphocytes iINKT. Dans un second temps, ils ont confirmé
gue les cellules de mammiferes étaient susceptibles par une voie métabolique non identifiée de

synthétiser I’a-GalCer (Kainet al.,2014).

2.10. Sous-populations de lymphocytes iNKT

Dés le stade 2 (CD44(+)NK1.1(-)) ou le stade 3 (CD44(+)NK1.1(+)) du développement
thymique, les cellules iINKT quittent le thymus pour la périphérie ou on distingue sur un plan
fonctionnel plusieurs sous-populations de cellules INKT : les iINKT1, les INKT2, les iNKT17, les
INKT-« Follicular Helper » (NKTfh), les INKT FoxP3 et les iINKT10. Ces sous-populations
différent les unes des autres par leur expression différentielle de facteurs de transcription et de

cytokines.

2.10.1. Lymphocytes INKT1

Les cellules INKT1 qui possédent un profil cytokinique de type Thl ou iNKT « Thb-like
représentent chez la souris la majorité (environ 90%) des cellules INKT de la rate et du foie. Ces
cellules, majoritairement NK1.1(+)IL-17RB(-), pouvant étre CD4(+) ou CD4(-), sont productrices
d’IFN-y et sensibles a une stimulation par I’'IL-12.

La fraction minoritaire de cellules INKT1 NK1.}(est également capable de produire I’'IFN-y en
réponse a I'lL-12. En situation normale, les cellules INKT1 des compartiments thymique et extra-
thymique expriment les transcrits de genes impliqués dans la réponse Thl idogiftex21 (qui

code pour T-bet) estat4 et expriment faiblement ou pas du tout GATA-3, un facteur de

transcription associé a la différenciation Th2 (Watatail.,2012) (Gordyet al.,2011). Plusieurs
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travaux ont ensuite confirmé au niveau protéique par cytométrie en flux 1’expression forte de T-

bet des cellules INKT1. En absence de T-bet, la fréquence des cellules iINKT diminue et leur
développement est blogqué au stade thymique 2 (CD44(+)NK1.1(-)) avec des cellules incapables
de produire I’'IFN-y.

2.10.2. Lymphocytes iNKT2

Les cellules iINKT2 produisent les cytokines de type Th2 IL-4, IL-9, IL-10 et IL-13 apres
activation de leur TCR et sont dites INKT « Th2-like». De phénotype IL-
17RB(+)CD4(+)NK1.1(-), ces cellules sont majoritairement présentes dans les poumons ou elles
contribuent a I’hyperréactivité des voies aériennes dépendante de I’'IL-25, a laquelle elles sont
réactives. Comme toutes les cellules iNKT, les cellules iINKT2 expriment le facteur de
transcription GATA-3, lequel détermine leurs fonctions Th2 du fait de la non-coexpression de T-
bet et de RORx.

Le facteur de transcription E4BP4 (pouE4 promoter binding protein ) semble aussi jouer un

réle important dans la réponse Th2. En effet, comparativement aux souris sauvages, les souris
E4BP4" produisent moins I'IL-10 et ’IL-13 en réponsa une stimulation par I’a-GalCer tandis

que les productions d’IFN-y et d’IL-4 restent intactes. Ce facteur est également associé a la
production de cytokines de typ€eThl7 » par les cellules iNKT et n’est donc pas un marqueur
spécifique des cellules INKT2 (Watargtial.,2012) (Brennamwt al.,2013).

Enfin, ces cellules expriment fortement le facteur de transcription PLZF et sont probablement
responsables de la génération et du maintien des populations Ti@i#@s (pour « T CD8
Innate-Memory ») chez la souris (Leeal.,2013) (Leeet al.,2015)et chez ’homme (Barbarinet

al., 2017) De fagon remarquable, cette capacité des lymphocytes iNKT PLZF(+) a produire I’IL-4

et a jouer un réle immunorégulateur, semble étre associée a une production d’IL-4 « innée», c’est

a dire indépendante de la mise en jeu du TCR (Dickgegladr,2012) ( Leeet al.,2013).

2.10.3. Lymphocytes iNKT17

Ces lymphocytes se distinguent des cellules INKT1 et iINKT2 par leur profil cytokinique
de type Th17 et notamment parid@uwoduction d’IL-17A ainsi que d’IL-21 et d’IL-22 en réponse
a une stimulation par le TCR. Les iINKT Th17 ou « Th17-like INKT » expriment le récepteur aux
chimiokines CCR4, CCR6 et CCR7 et dépendent du facteur de transcriptionytR©OR-leur
différenciation et leur activité Th17. De phénotype CD4(-)NK1.1(-)IL-17RB(+), ces cellules sont
présentes dans le thymus mais également dans les organes périphériques comme le foie, la rate,

peau, les poumons ainsi que dans les organeshbyjidye secondaires. Elles expriment I’'IL-23R et
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sont de ce fait capables de produire I’IL-17 et I’IL-22 mais pas I'I[FN-y en réponse a une
stimulation par I’IL-23 (Wataraket al.,2012).

2.10.4. Lymphocytes iINKT FoxP3, INKT10 et iNKTh

En plus des cellules iINKT1, iINKT2 et INKT17 dont le développement est intra-thymique,
il existe d’autres sous-populations de cellules iINKT qui se différencient a la suite d’une
stimulation antigénique.
Les lymphocytes INKT FoxP3 Le traitement par I’a-GalCer protége les sosride ’EAE
(Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale) avec une augmentation du nombre de cellules
INKT exprimant FoxP3. De plus, en présence de PBGFes cellules INKT murines expriment
FoxP3, CD25, CD103, GITR, CTLA-et sont incapables de produire I’'IL-4 et I'I[FN-y aprés re-
stimulation, ce qui correspond a un état d’anergie (Monteiro et al.,2010). De la méme maniere,
apres traitement par le TG¥-les cellules iNKT humaines sont préférentiellement CD4(+) et
expriment le facteur de transcription FoxP3 et le marqueur CD25, lesquels sont associés a des
activités suppressives. En situation physiologique, ces cellules « iINKT FoxP3 », apparentées aux
cellules Treg, sont présentes chez ’homme mais a de trés faibles fréquences (Monteiro et al.,
2010).
Les lymphocytes iINKT1Q Les cellules dites «iNKT10, productrices d’IL-10 suite a une
stimulation antigénique, sont caractérisées par I’expression des marqueurs de cellules Treg comme
PD-1, CTLA4, neuropilin-1 (NRP1) et FR (pour « Folate Recepte)-4tet 1’absence du facteur
de transcription FoxP3, ce qui les différencie des cellules INKT FoxP3 (Moreira-Texeifg
2012). Contrairement aux cellules INKT FoxP3, les cellules INKT10 ne sont pas anergiques et
conservent leur activité cytotoxique et prolifévatdépendante de I’antigéne aprés une deuxiéme
stimulation avec a-GalCer. Une étude utilisant des souris 1.0 a montré une localisation plus
importante des cellules INKT10 PLZF(-)FoxP3(-) dans le tissu adipeux protégeant ce dernier des
possibles syn@mes inflammatoires induits par 1’obésité (Sag et al., 2014). Leur phénotype
régulateur est étroitement i€ a la production d’IL-10 dont I’expression est régulée par le facteur de
transcription E4BP4 également exprimé par les cellules Thl, Treg et INKT. En effet, les cellules
iNKT provenant de souri§4BP4 ne produisent pas I'IL-10. Par ailleurs, les cellules iNKT10
interagissent avec d’autres cellules immunitaires en situation normale et apres stimulation avec
I’a-GalCervia la production de cytokines. Ainsi, la sécrétion d’IL-2 et I’'IL-10 par les cellules
INKT10, contréle les lymphocytes Treg et permet de polariser les macrophages pro-
inflammatoires CD11c(+) de type M1 en macrophages anti-inflammatoires CD301(+) de type M2
(Lynchet al.,2015).
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Les lymphocytes iNKTth. Dans les zones marginales de la rate, les cellules iINKT FH (pour

« Follicular Helper »)via la production d’IL-21, cooperent avec les cellules B présentant un
antigéne lipidique. Ainsi, les iKITfh participent & la réponse humorale contre les infections
microbiennes provoquées entre autresBuaellia hermsiiet parStreptoccocus pneumonigl€ing

et al.,2011). Les cellules iNKfh expriment CXCR5, PD-1, CD272 (BTLA) mais également Bcl-

6et CD28, qui sont requis pour leur développement et leur expansion. Contrairement aux cellules
Tfth, le développement des cellules iNKT FH est indépendant de la présence d’IL-21. Chez
I’homme, 10% des cellules iINKT sont CXCR5(+)PD-1(+)CD57(+) et correspondent
probablement aux cellules iINKA (Changetal., 2011).

2.11. Localisation anatomique et « polarisation fonctionnelle » des lymphocytes iINKT

L’¢tude de Hodgquist a apport¢ de nombreuses données montrant que la
« compartimentation fonctionnelle » des cellules INKT dépendait de la localisation tissulaire et du
fond génétique (Leet al.,2013) Figure 19).
Les cellules iNKT produisa de fagon préférenticlle I’IL-4 sont situées principalement au niveau
de la médulla thymiquet dans les ganglions mésentériquese(et al.,2015). Notons aussi que le
compartiment iNKT, y compris la sous-populatigoductrice d’IL-4, est mieux représenté dans
le fond génétique BALB/c que dans le fond génétique C57BL/6 €Leé., 2015). En revanche,
les cellules INKT présentes dalsrate produisent préférentiellement I’'IFN-y, de telle sorte que
I’a-GalCer injectée par voie intraveineuse stimule les lymphocytes INKT « rapidement
accessibles par voie vasculaire (splénique et hépatique) et qui produiront I’IFN-y mais aussi 1’IL-
4. Par la voie entérale, I’a-GalCer ciblera plus rapidement les cellules INKT des ganglions
mésentériques et sera a 1’origine d’une production systémique préférentielle d’IL-4 (Leeet al.,
2015). Tous ces éléments suggerent que la localisation tissulaire des différentes sous-population:

INKT influence leur capacité a produire tel ou tel profil de cytokines.

2.12. Les lymphocytes iNKT, le Janus Bifrons du systeme immunitaire ?

En réponse a un antigene endogene ou étranger, les cellules iINKT sont tres rapidement
activées et produisent une large gamme de cytokines ou de molécules effectrices, leumpermetta
de participer aux réponses immunitaires et de les moduler. A cet égard, sans avoir un souci
d’exhaustivité, rappelons qu’elles sont impliquées dans I’immunité antimicrobienne (Mattneget
al., 2005) I’immunité anti-tumorale (Vivieret al., 2012), les maladies auto-immunes et leur
contrble (Wu et Van Kaer 2009) (Simaati al.,2013), les maladies allergiques (Stock et Akbari,
2008)ou dans I’homéostasie du tissu adipeux profond (Lynchkt al.,2015).
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Ces cellules sont présentes a de faible fréquence chez I’homme et la souris mais cette faible
fréquence est d’un ordre de grandeur 100 a 1000 fois plus grand que faéquence d’un
lymphocytes T ndispécifique d’un antigéne donné Kigure 23). Cette population sera donc
capable de répondre a une stimulation dépendant du TCR ou de la mise en jeu de récepteurs inné
(IL-12R/IL-18R, FcyRIII, Ly49/NKG2A/KIR) tres rapidement, dans un délai de réponse 10 a 20
plus rapide quda mise en jeu des effecteurs conventionnels naifs au cours d’une réponse
immunitaire. En ce sens, la populatio¥KiT fait partie d’un ensemble de cellules de I’immunité
adaptative impliquées dans des réponses de type innée, qualifié parfois d’immunité naturelle ou

d’immunité transitionnelle.

|
|
I
Lymphocytes T non-conventionnels |
|
|
|
|

Lymphocytes T restreints au CMH

Nombre et fonction des cellules T (log)

0 10 20
Temps (J)

Apres l'infection Apres la ré-infection

Figure 23: Comparaison de la réponse anti-infectieuse au cours du temps des cellules T
conventionnelles et T non conventionnelle®’aprés Godfrey et al.,2015

Les cellules iNKT sont danun exemple d’une population de cellules immunorégulatrices
assurant un pont ou une porte entre la réponse immédiatement disponible de la réponse innée et |
réponse adaptative dont le délai de mise en jeu est de plusieurs jours. Pour cette raison, nou
sommes tentés de les surnommer « Janus Bifrons » en référence au dieu grec des portes qui asst

la transition entre le passé et I’avenir.
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Chapitre 1l : Les lymphocytes iNKT et I’IR rénale

1. Les lymphocytes T et I'IR d’organe

La séquence d’IR que subit un organe transplanté provoque des lésions histologiques plus
au moins séveres qui détériorent la fonction du greffon et déterminent son devenir. Ces Iésions
sont caractérisées par un infiltrat inflammatoire, constitué de cellules mononucléées, de PNN et de
lymphocytes appartenant aux effecteurs de I’immunité innée.

Au cours de ces deux derniéres décennies, 1’utilisation de modéles expérimentaux d’IR rénale (LI

et al.,2008) (Ascoret al.,2009), hépatique (Zwackat al.,1997) ou pulmonaire (Sharnea al.,

2011) a permis d’étudier les mécanismes impliqués dans 1’activation et le recrutement des cellules
immunitaires, et en particulier, des sous-populations de lymphocytes Te{Rdg 2014) dans
I’organe subissant 1’ischémie. Certaines d’entre elles, selon un mode au moins en partie inné,
favorisent l'inflammation et les lésions tissulaires associées alors que d'autres sont plutot
impliquées dans la réparation tissulaire et la protection de I’organe. Précisément, lorsque 1’on
considére I’IR rénale, plusieurs études ont démontré le réle délétére des lymphocytes iNKT et des
réponses Th1/Th17 associées tandis que les fonctions protectrices des cellules Treg et d’autres

sous-populations de cellules NKT commencent tout juste a étre explorées.

2. Implication des lymphocytes iNKT dans la pathogénie de I’IR rénale

Les cellules iINKT, connues pour participer a l'immunité innée anti-tumorale et anti-
infectieuse, contribuent également aux événements précoces induits par I'IR rénale (Li et al.,
2007), hépatique (Shimamuet al., 2005) (Zimmermaret al., 2017) ou encore pulmonaire
(Sharmaet al., 2013). Néanmoins, leurs modé%ctivation et de recrutement en IR d’organe

restent peu étudiés.

En IR rénale, un recrutement de cellules T CD4(+)CD69(+), de cellules NK NK1.1(+)CD3(-) ainsi
que de cellules NKT CO3NK1.1(+)CD69(+), est observé dés 30 minutes de reperfusioat (Li

al., 2007). De maniere intéressante, la proportion de cellules NKT exprimant la cytokine pro-
inflammatoire IFNy est également augmentée apres 24 heures de reperfusion par rapport aux
individus contréles. Dans ce modele, le role délétére des lymphocytes iINKT a été démontré par
I’utilisation d’un anticorps anti-NK1.1 déplétant I’ensemble des cellules NK1.1 dont font partie les

cellules iNKT et I’utilisation de souris déficientes en cellules iINKT (souti$&). Dans les deux

cas, ainsi que dans celui d’une déficiente en IFN-y (Li et al., 2010), les souris se retrouvent
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protégées des 1ésions d’IR avec une diminution du nombre de PNN infiltrant le rein par rapport

aux souris sauvages.

Ces résultats suggerent que les lymphocytes iNKT, une fois activés, jouent un role capital dans le
développement précoce des lésions tissulaires, principalevieereur production rapide et
massived’IFN-y participant ainsi au recrutement des PNN.

Cette capacité des cellaléNKT a médier les 1ésions liées a I’IR pourrait mettre en jeu une
présentation d’antigénes endogénes aux lymphocytes iNKT puisque le blocage CD1d obtenu par
I’injection d’un anticorps bloquant dirigé contre cette molécule entraine une diminution de
I’infiltration des PNN et de la production d’TFN-y et prévient la survenue des 1ésions rénales (Li et

al., 2007). Conciliable avec cette hypothese, le transfert adoptif de DC, chargées au préalable avec
I'a-GalCer, avant la séquence d’IR, entraine un dysfonctionnement rénal et exacerbe les 1€sions
tissulaires chez les souris sauvage (Bagtval.,2012)via les productions d’IFN-y et d’IL-17 par

les cellules INKT nécessaires au recrutement des PNN. Une fois recrutés et activés, ces dernier:
produisent I’INF-y et I’IL-17, participant ainsi aux I1ésions d’IR rénale (Liet al.,2010).

Soulignons toutefois qu’il existe une étude ne retrouvant pas la protection décrite chez les souris
Jal8™ déficientes en cellules iNKT, ni celle induite chez les souris sauvages par l’injection
d’anticorps anti-CD1d (Yanget al.,2011). Les auteurs expliquent ces résultats opposés par le
degré tres différent de I’atteinte rénale, évaluée par la mesure de la créatinine plasmatique 24

heures aprés IR, qui est de 1,59 mg/dL contre 0,7 mg/dL dans les travaux démontrant une
protection chez les souris déficientes en cellules iINKTeflal.,2007) (Lietal.,2010) (Yanget

al,, 2011).

3. Les lymphocytes iNKT et I’IL-33 en IR rénale ?

Comme nous I’avons déja mentionné plus haut, dans un contexte inflammatoire, les
cellules iINKT peuvengtre activées par des cytokines telles que I’IL-12, pour produire I’IFN-y
indépendamment de 1’engagement du TCR et de la reconnaissance par CD1d ou bien méme pour
amplifier la réponse a un engagement du TCR. De la méme maniere, les cellules INKT peuvent
étre ciblées par I’'IL-33. En effet, des travaux de notre équipe ont apporté la démonstration
princeps in vivoetin vitro chez la souris d’une action pro-Th1 de I’IL-33 sur les cellules iINKT et
les cellules NK, étendant a I'immunité innée les effets de I’IL-33 jusqu’alors décrits comme
exclusivement pr@&h2. La méme démonstration a été¢ apportée chez I’homme (Smithgall et al.,
2008) (Thierryet al.,2014) et chez le porc (Thiergt al.,2012).
Cependant, 1’IL-33 scule n’est pas capable d’activer les cellules INKT. Elle agit en co-facteur de

I’activation via le TCR ou de cytokines comme I’'IL-12 (Bourgeoiset al., 2009). Ainsi, la
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production d’IFN-y par les cellules iNKT est remarquablement amplifiée (d’un facteur 10) lorsque

ces cellules activées par I’IL-12 et/owia leur TCR sont mises en présence d’1L-33.

La réactivité biologique des cellules NK et INKT aux actions de la cytokine IL-33 réaidele

fait que ces populations lymphocytaires expriment constitutivement a leur surface la chaine ST2
spécifiquedu récepteur de I’IL-33 (Bourgeoist al.,2009) (Smithgalet al.,2008).

En dépit du rdle joué par les lymphocytes iNKT en IR rénale, leurs modes d’activation et
de recrutement sont encore mal décrits. Prenant en compte que 1’IL-33 est une alarmine qti’il
existe des sources cellulaires rénales d’IL-33, I’ensemble de ces travaux de la littérature et du
laboratoire discutés aivant est conciliable avec ’existence d’un axe biologique IL-33/cellules

iINKT régissant les lésions induites par le phénoméne IR dans le rein.
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Obijectifs principaux
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Objectifs principaux

Les phénomeéned’IR rénale, y compris en transplantation, constituent un probleme
clinique important qui est responsaldtel’insuffisance rénale aigué et chronique, lesquelles sont
associées a un fort taux de mortalité et de morbiflitlR entraine une activation précoce du
systeme immunitaire inné initiant une inflammation de type « stérile » qui contribue a des lésions
tissulaires graves allant jusqu’au rejet du greffon. Les mécanismes sous-jacents impliqués dans le

déclenchement de cette réponse immunitaire innée ne sont cependant pas élucidés.

Guidés par le conceptdialarmine », nous avons postulé I’implication de 1’'IL-33 dans le
déclenchement de la réponse immunitaireéénmitiant le syndrome d’IR rénale et c’est cette
question qui a fait I’objet de la partie expérimentale de mes travaux de thése. Ainsi, notre objectif
principal a étéd’étudier, in vivo en modélisation animale, le role de I'1l-33 au cours des
phénoméned’IR rénale et d’analyser les effecteurs cellulaires et moléculaires associés. Pour ce
faire, nous avons mis en place dans le laboratoire un modRleédale unilatérale chez la souris,
par clampage-déclampage du pédicule rénal. Ces travaux ont nécessité une phase préalable c
validation des different paramétrasmprenant 1’abord chirurgical (dorsal versusventral), le type
d’anesthésique utilisé, la durée de 1’ischémie chaude ainsi que 1’age et le genre de 1’animal.

A Tappui de ce modéle animal expérimental, nous avons en premier lieu examiné
I’expression, la distribution ainsi que la localisation cellulaire de la protéine IL-33 dans le rein a
I’¢tat basal et apres IR rénale. Nous avons ensuite recherché s’il existait une sensibilité
différentielle entre les souris sauvages (souris WT) et les souris transgéniques déficientes en IL-33
(souris IL-3%YY ou dans la chaine spécifique ST2 de son récepteur (souris ST2 KO) a la
séquence d’IR, ceci en termes de productioiERO, de recrutement leucocytaire, de souffrance
tissulaire, de dysfonctionnement rénal, ainsi que de fibrose.

Pour aborder la question des mécanismes cellulaires sous-jacents mis en jeu, notre intéré
s’est porté sur les cellules iNKT pour les trois raisons suivantes : 1) les cellules iINKT participent a
I’inflammation induite par les phénomeénes d’IR rénale en modélisation chez la souris (Li et al.,
2007);2) les lymphocytes iNKT el’lL-33 sont capables d’agir de maniére coordonnée comme
’attestent les travaux antérieurs du laboratoire montrantin vitro une action directe de I’IL-33 sur
les cellules INKT (Bourgeoist al.,2009) etin vivo le recrutement des cellules iNKT par 1’IL-33
dans un modé¢le d’inflammation tissulaire (Bourgeois et al., 2011); 3) enfin, une étude
observationnelle pile chez ’homme réalisée dans le laboratoire a montré une libération des

alarmines HMGBL1 et IL-33 dans leurs formes circulantes et urinaires au décours immédiat de la

105



transplantation rénale (Thiermgt al.2014), laquelle s’accompagne d’un état d’activation des
cellules INKT du sang périphérique.

Sur la base de ces données, nous avons recherché s’il existait dans notre modele
expérimental un lien entre la libération d’IL-33, I’activation et le recrutement des cellules iNKT

dans le rein et la genese desdgéstissulaires au cours des phénoménes d’IR rénale.
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Résultats
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Les phénomened’IR, qui sont inhérents a la transplantation rénale, saatactérisé par
un infiltrat leucocytaire majeur, une réaction inflammatoire et des Iésions tissulaires graves.
Toutefois, les signaux qui initient ces événements restent encore a définir. Postulant que la
libération d’alarmines par les cellules épithéliales et endothéliales en nécrose joue un réle
important dans ce processus, le présent traveaih(scrit) démontrda contribution de 1’alarmine
IL-33 dans la genése des Iésions tissulairésppui d’un modéle murin d’IR rénale unilatérale,
utilisant des souris déficientes en IL-33 (IL%%). L’IL-33, exprimée de maniére constitutive par
I’endothélium microvasculaire rénal (péritubulaire et périglomérulaire), est immédiatement libérée
par les cellules endothéliales en souffrance suitee&équence d’IR rénale et retrouvée dans sa
forme circulante dés 1 heure de reperfusion. Les souris §1$331épourvues en IL-33, sont
significativement moins sensibles aux lésions induites par I’'IR, comme l'atteste le maintien d’une
fonction rénale intacte, des Iésions histologiques atténuées sans progression vers une fibrost
interstitielle, par rapport aux SouN8T. Le fait que les souris génétiquement déficientes pour la
chaine spécifique ST2 du récepteur de 1’IL-33 (souris ST2 KO) aient un profil similaire a celui des
sourisIL-33%"®'indique que 'IL-33 dans ce modéle agit son récepteur spécifique.

Une analyse par cytométrie en flux du contenu du rein en cellules hématopoiétiques a
montré un recrutement massif de PNN producteurs dy/fHN17A chez les souris WT, lequel est
retrouvé significativement diminué chez les soutis33*/®. Cette susceptibilitt moindre des
souris déficientes en IL-33 est associée a la perte du recrutement de cellules INKT productrices
d'IFN-y/IL-17A qui sont particulierement connues pour leur role délétére eia IR recrutement
de PNN. De maniére intéressante, les souris Jal8KO, déficientes en cellules iNKT, qui sont
protégées contre les 1ésions d’IR, possedent également des niveaux élevés d'lIL-33 circulante. Ceci
nous amene a proposeéhypothése par laquelle 1'lL-33 endogene contribue aux lésions d'IR en
favorisant le recrutement de cellules INKT et la production de cytokines par ces dernieres,

conduisant ainsi a un recrutement amplifié de PNN au niveau de la région du rein lésée.
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En conclusion,’ensemble de nos données identifie 1’alarmine IL-33 comme un médiateur
important et précoce de la réponse immunitaire inrméeours des phénoménes d’IR rénale
expérimentale chez la souris, mettant en jeu les celiNMES. Cette pierre ajoutée a 1’édifice
permet de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la genéese des lésions associées a

transplantation rénale et d’imaginer de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Abstract

Inflammation is a prominent feature of ischemia-reperfusion injury (IRIl) charactebye
leukocyte infiltration and renal tubular injury. However, the signals that initiate these events
remain poorly understood. The present study identifies the nuclear alarmin interleukin (IL)-33 as
an important early mediator of the innate immune response triggered by experimental kidney
ischemia-reperfusion in mice. IL-33 is constitutively expressed throughout the kidney in
peritubular and periglomerular spaces, mainly by microvascular endothelial cells, from which it is
released immediately during IRI. In mice lacking IL-33 (IL%%3), IR is reduced, as attested by
decreased infiltration of IFNAL-17A-producing neutrophils, tubular cell injury and preservation

of renal functions without interstitial fibrosis. This protection is associated with a decrease of
INKT cells, which are known for their deleterious role in IRl as inducers of neutrophil
recruitment. Yet, even though INKT celtficient (Jo18KO) mice are protected against IRI, their
circulating IL-33 continues to be increased in this experimental setup, similarly to that of their
wild-type counterparts. This finding, along with timevitro observation that IL-33 targets iINKT

cells by inducing both IFN-and IL-17A led us to propose that endogenous IL-33 contributes to
kidney IRI by promoting iNKT cell recruitment and cytokine production, resulting in neutrophil
infiltration and activation at the injury site. Taken together, our findings demonstrate a novel
molecular mediator contributing to immune cell recruitment induced by renal ischemia-
reperfusion and may provide new therapeutic insights into acute kidney injury associated with

renal transplantation.
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Introduction

Ischemia-reperfusion injury (IRI) upon renal transplantation contributes to graft daafeyea
complex pathophysiology involving mitochondrial dysfunction, release of reactive oxygen
species, cellular necrosis, apoptosis and tissue damage. It results in impaired organ?function
leading to fibrosis

Studies in IRl models have demonstrated that inflammatory responses mediated by the innate
immune system cause renal danfdgeHowever, the mechanisms of early activation and
recruitment of immune cells to the post-ischemic kidney are still unclear, raising question of a
possible involvement of proinflammatory damage-associated molecular patterns (DAMPSs) such as
high-mobility-group protein B1 (HMGBL1) released from renal necrotic cellDAMPs are
normally intracellular, shielded from the immune system by plasma membtanes
Proinflammatory DAMPs, like histones, HMGB1, ATP, uric acid and non-methylated CpG-rich
DNA are released from necrotic cells following tissue injury, ready to activate the innate immune
systeni*2,

Important pro-inflammatory functions have also been ascribed to interleukin (IL)-33, both as
conventional cytokine and alarmift®. IL-33, initially identified as a nuclear factor called NF-
HEV®® (for “Nuclear Factor of High-Endothelial Venules”), is the most recent member of the IL-1
receptor superfamily of cytokines which also comprises fdid IL-18. It is constitutively
expressed by various tissues, including kidney, in the nucleus of endothelial and/or epithelial cells
and/or fibroblast$®?°. During tissue stress resulting from infection or trauma, IL-33 is released
by necrotic cells as alarmin and rapidly targets both non-immune and innate immune cells, thereby
increasing proinflammatory cytokine secrelit’i®. Upon binding to its specific receptor ST2

and co-receptor IL-1 receptor accessory protein (IL-1RACPIL-33 initiates the MyD88
(Myeloid differentiation primary response gene 88)-dependent inflammatory pathway, through
MAPK (Mitogen Activated Kinase) and NiEB (Nuclear Factor-kappa B) signaling. IL-33 can be
negatively regulated by sST2 (soluble ST2), which acts as a decoy receptor fo®.lr33
humans, 1L-33 has been implicated in chronic kidney dis€ag®sgarding renal transplantation,

our recent findings suggest that during kidney IRI, IL-33 acts as an alarmin promptly released into
serum and urine after reperfusidnin this clinical situation, urinary IL-33 levels and IRI duration

are correlated, supporting a close connection between kidney cell injury and IL-33%Pelease
Nonetheless, a direct proof of the involvement of IL-33 in experimental kidney IRI has not been
provided so far.

Herein we addressed this issue using mice lacking IL-33 (f$33We knew also that active IL-

33 can be passively released into the intercellular milieu of renal tissue after rcisplated
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acute tubular necrodfsand that it targets invariant natural killer T (iNKT) c&li§*°known for

their deleterious effect during renal fRf".
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Results

IL -33 is constitutively expressed in microvascular endothelial cell nuclei.

We first examined the expression of IL-33 and its localization in healthy kidneys from wild-type
(WT) mice. IL-33 was clearly detected in periglomerular and peritubular areas by
immunohistochemistryRigure 1A, upper panel), in accordance with observations by Akasty

al?°. The specificity of the immunostaining was validated by the absence of immunoreaction in
kidneys from IL-33-deficient mice{gure 1A, lower pane). IL-33 was constitutively expressed

in both peritubular and periglomerular cells, predominantly in nudiegufe 1B). No
immunofluorescence was detected in IL-33-deficient migplemental Figure ). Co-staining

of IL-33 and CD31, a highly specific endothelial cell marker, revealed a majority (approximately
60-70%) of interstitial cells co-expressing both molecukegufe 1B). The 20-30% CD31(-)IL-
33(+) cells were not resident immune cells, as assessed by co-staining with the common leukocyte
marker CD45. Indeed, CD45-bright cells identified as leukocytes did not express Hig88e(

1C).

IRI-induced IL-33 release from peritubular and periglomerular endothelial cells des not

require transcription.

Tissue injury following kidney ischemia-reperfusion is initiated by acute reduction of blood flow
leading to endothelial cell necrosis. We surmised tha®3 might be released from necrotic
endothelial cells soon after ischemia-reperfusion. To test this assumption, we induced IRl in WT
C57BL/6 mice by unilateral clamping of the renal pedicle for 32 min after contralateral
nephrectomy, as schematizedSapplemental Figure 2 IL-33 immunofluorescence staining was
clearly diminished in both periglomerular and peritubular endothelial (CD31(+)) Eajleré 2A,

right panel) as soon as one hour after reperfusion of the injured kidneys, as compared to their
healthy contralateral (Ctr) counterparisgure 2A, left panel) used as internal « steady-state
controls. Consistent with alarmin release, intracellular IL-33 was not decreased in sham-operated
(Sham) miceFigure 2A, middle panel),without clamping. This early partial loss of IL-33 from
ischemic kidney was confirmed by western-blot analysigure 2B). It was concomitant with a

rise of circulating IL-33, which was virtually undetectable before IRI (TO), but increased in
plasma one hour after clamping. A partial, transient but lesser increase took place in Sham mice,
(Figure 2C) at this time point, due to the incision alone. Elevated plasma IL-33 levels persisted
for up to 6 hours and returned to baseline within 24 hours of reperfusguré 2C). Release of

IL-33 1 hour post-reperfusion did not require transcription, as attested by RTQPCR analysis,

which revealed no difference ifl-33 gene expression between control (Ctr) (1.0+£0.035,
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meantSEM, n=7) and one-hour post-ischemic (0.95+0.08, meantSEM, n=5; p=0.67, t-test)
kidneys. These data support a release ofendogenous protein rathde thavosynthesis early

after injury, in accordance with the notion that IL-33 acts as an alarmin in ischemic mice.

Mice lacking IL-33 or its specific receptor ST2 are protected against IRI.

We assessed the effect of IL-33 kidney functions by measuring blood creatinifggre 3A)

and urea nitrogen (BUNYgure 3B), in WT and IL-33-deficient mice 24 hours after clamping.

No renal dysfunction was revealed by these criteria in mice lacking IL-33, relative to their Sham
counterparts. This result was confirmed by their 100% survival rate within the first 3-4 days after
surgery, contrasting with 50% survival in WT mice, as a result of severe renal insufficiency
(Supplemental Figure 3) Acute tubular necrosis (ATN) assessed by loss of brush border, cast
formation, tubular dilatation and inflammatory infiltrates at the cortico-medullary junction was
reduced in IL-33-deficient kidney&rsustheir WT counterpartd{gure 3C, left pane), resulting

in significantly lower ATN scoresHigure 3C, right panel).

Finally, kidneys from mice deficient for ST2 displayed a similarly moderate ATN score
(Supplemental Figure 4, which proves that IL-33 induces kidney IRik its specific ST2

receptor.

Oxidative stress response and IRI fibrosis are attenuated in 1L-33-deficient mice.

In the ischemic kidney, generation of reactive oxygen species (ROS) at reperfusion initiates a
cascade of deleterious cellular responses leading to inflammation, cell death, and acute kidney
failure’®®°. We evaluated the effect of IL-33 deficiency on ROS production by CellROX staining

in our renal IRl model. In basal conditions, fluorescent staining was weak, as illustrated in
representative contralaterdigure 4A) and ShamKigure 4B) kidneys of both WT and IL-33-
deficient mice. Following ischemia and subsequent 24-hour reperfusion, ROS production
increased in WT miceHgure 4C, upper pane), but not in their IL-33-deficientcounterpart
(Figure 4C, lower pane). Mean quantification of CellROX staining from all mice confirmed this
conclusion Figure 4D).

Chronic fibrosis results from long-term collagen deposition in ischemic kidneys, which depends
on IRI severit§*>% We revealed collagen deposits in day 30 (D30)-post ischemic WT and IL-33-
deficient kidneys using Sirius red staining. Note that at this time plasma creakignes(5A)

ard BUN (Figure 5B) levels in both WT and IL-33-deficient mice were back to normal. As
illustrated inFigure 5C, healthy Ctr and D30 Sham kidneys from both WT and IL-33-deficient
mice contained appreciable amounts of interstitial collagen fibers, which increased markedly in
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WT D30-post IRI kidneys, whereas IL-33-deficient mice developed a much-attenuated form of

fibrosis Figure 5C). Quantification of Sirius red staining area confirmed this reBigufe 5D).

IL -33 deficiency alters both post-IRI trafficking and pro-inflammatory cytokine expression

of myeloid cells.

Followingischemia/reperfusion, immune cells, like neutrophils, monocytes/macrophages and
lymphocytes, are recruited to the kidney, where they mediateWR! assessed the contribution of
IL-33 to this process, by comparing the incidence of total renal leukocytes, identified as CD45(+)
cells, in WT and IL-33-deficient mice 24 hours post-IRI (for gating strategySepplemental
Figure 5A). Total CD45(+) cell counts were significantly higher in kidneys undergoing IRl in WT
mice than in untreated and Sham micugplemental Figure 5B, indicating a marked
infiltration. Notably, CD45(+) cell recruitment was reduced at least twice in mice lacking IL-33.
Further examination of these cells showed that both monocyte/macrophage T€mRaBX")
(Figure 6A&B) and neutrophil GR-1"" CD118"" (Figure 6C&D) counts were diminished,
reflecting a lesser myeloid trafficking. Plasma levels of the chemokines MCP-1/CCL2 and MIP-
2/CXCL2, responsible for monocyte/macrophage and neutrophil recruitment to inflammatory
sites?, respectively, were rapidly increased, within 3 hours post-IRI, with no significant difference
between WT and IL-33-deficient mic8ipplemental Figure §.

Previous studies have demonstrated a potential role fory4&ht IL-17A-producing neutrophils

in acute renal IRP?". We analyzed the expression of these two cytokines using intracellular flow
cytometry in neutrophils from WT and IL-33-deficient kidneys 24 hours post-IRIl. As shown in
Figure 6E&F, most infiltrating neutrophilso-expressed IFN-and IL-17Ain WT kidneys, while

this subset was clearly diminished in IL-33-deficient mice. The frequency of(HyM=-17A(-)
neutrophils was accordingly increased in kidneys from IL-33-defigemstusWT counterparts.

Renal INKT cell recruitment, activation and cytokine production are impaired in I1L-33-

deficient post-IRI mice.

Ischemia-reperfusion-induced activation and recruitment of INKT cells to the kidney are
considered critical for neutrophil infiltration and pro-inflammatory cytokine productionbefore
kidney injury’. Knowing that 1L-33 drives iNKT cell activation and recruitment to inflammatory
tissued®, we examined how its deficiency affected this subset 24 hours after IRI induction. As
previously reported by Okusa’s group?®?’, iNKT cells (PBS57-loaded CD1d TT(+) CD3(+); for
gating strategy, seSupplemental Figure j were markedly increased, in WT kidneys post-IRI

compared to untreated and Sham controls,both in terms of cell c&iguse(7A) and frequency
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(Figure 7B). Moreover, their CD69 cell surface expression was upregul&@adplemental
Figure 8), reflecting their activation by IRI. In the same conditions, neither increase occurred in
mice deficient for IL-33 figure 7A&B, Supplemental Figure §, which established its critical

role in IRI-induced iNKT cell trafficking.

It has been proposed that during IRl activated iNKT cells promote recruitment and IFN-
yproduction by neutrophils through the IFN-y and IL-17A they generate. Consistent with a
potential role of endogenous IL-33 in this process, the frequency of(lHNL-17A(+) T cells
tended to decrease in IL-33-deficient mi€ég(re 7C&s D), while IFN</IL-17A expression in
INKT cellswas significantly reducedrigure 7E&F). This evidence corroborates our finding that
IL-33 targets iNKT cells to induce both IFR*and IL-17A productiorin vitro (Figure 8).

As shown in Supplemental Figure 9 plasma levels of IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9 and
RANTES/CCL5, chemokines known for recruiting lymphocytes like INKT cells to sites of
inflammatior?*3, were increased within 3 hours post-IRI. Concentrations were similar in WT and

IL-33-deficient mice, which shows that their production is not IL-33-dependent.

IRI-induced release of IL-33 promotes neither renal injury nor neutrophil infiltration in

mice lacking iNKT cells.

The key role of IL-33 in mediating iINKT cell activation and recruitment in renal IRI is supported
by the similar phenotype of iINKT cell-deficientlBKO and IL-33-deficient mice, namely
complete protection against IRFigure 9A) together with decreased neutropliiigure 9B) and
monocyte/macrophagé&igure 9C) infiltration. Note that plasma levels and time course of IL-33
release into peripheral hld were not affected by iNKT cell deficiency in Jal8KO mice
undergoing IRI Figure 9D), which emphasizes the requirement of iINKT cells as mediator of IL-

33 activity.

Initial IRI-induced myeloid recruitment is independent from IL-33.

The peak of the IL-33-dependent inflammatory response 24 hours after IRI induction was
preceded by avery early phase, comprising the first few hours of reperfagiare(1L0A&B, left

panelg that did not require 1L-33, since myeloid cell infiltration persisted 3 to 6 hours post-IRI in
IL-33-deficient mice Kigure 10A&B, right panels). Moreover, this initial inflammatory episode
preceded INKT cell recruitmenfrigure 10C), which indicates that the IL-33/INKT cell axis
represents a means of amplification rather than initiation of monocyte/macrophage and neutrophil
infiltration. Figure 11 recapitulates the time sequence of IL-33-dependent and independent events
in kidney IRI.
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Discussion

Endogenous IL-33 has been identified as an alarmin mediating danger signals during tissue
damag&. This concept has recently been applied to human kidney transplantation, in which renal
injury is associated with early IL-33 rele&%ét is also relevant ti vitro hypoxia/re-oxygenation

of endothelial cell, which mimickis vivo conditions postRI*,

Using IL-33-deficient mice in a model of kidney ischemia-reperfusion, we demonstrate for the
first time that endogenous IL-33, released from endothelial cells as alarmin, is critical for the
pathogenesis of IRI-induced kidney injury. Without IL-33, clinical and histological hallmarks of
acute ischemic renal failure were attenuated, with less severe tubulo-interstitial injury and
preserved renal function. In addition, macrophage/neutrophil infiltration, local generation of ROS
and IFNy/IL-17A were decreased while mortality and chronic fibrosis, which depend on IRI
severity’, were absent or reduced in these conditions.

In accordance with its surveillance function, alerting the immune system to mount an
inflammatory respon$& 1L-33 is mainly and constitutively expressed in the nuclei of epithelial
barrier tissues and endothelial cells, and can therefore be immediately released in resptinse to ce
injury. The few studies on the cellular localization of IL-33 in the kidney, have documented a
constitutive expression in endothelial nuclei of renal large and small vessels in Amadsn
peritubular vascular endothelial cells with a similar expression profilen mice. In agreement

with these data, we demonstrate here that in healthy murine kidneys IL-33 is mainly expressed by
(CD31(+)CD45(-)) endothelial cells in peritubular capillaries and by CD31(-)CD45(-) interstitial
cells, which may be pericytes, endothelial progenitor cells and/or fibroblasts.

The initial event triggering tissue injury after kidney ischemia-reperfusion is acute reduction of
blood flow followed by endothelial cell necrosis. We found that full-length active IL-33
disappeared from renal endothelial cells and increased in the circulation within only 1 hour of
reperfusion, with no change ik33 MRNA expression. This result proves that in this situation IL-

33 signals damage as an alarmin, once released from the nucleus of dying endothelial cells. It is
then ready to activate the innate immune response through its specific ST2 receptors, expressed o
INKT cells and neutrophils, both important mediators of the inflammatory response. The
protection of ST2-deficient mice against IRI is consistent with this view, even though possible
interactions of IL-33 with non-immune ST2-expressing targets, including proximal and distal
tubular cells, cannot be excluded.

Following ischemia-reperfusion, neutrophils are recruited to the kidney, where they act as major
IRI effector cells. It is widely acknowledged that their recruitment and activation depend on iNKT
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cells, presumablyia their IFN</IL-17A production. We provide three lines of evidence that IL-

33 and iNKT cells interact directly to promote neutrophil infiltration in ischemic kidneys: (
iNKT cells constitutively express the IL-33 receptor-specific ST2 éhaifi) IL-33 drives
recruitment of iINKT cells, and induces their IFRNL-17A production in response to ischemia-
reperfusion, andii{) IL-33, iINKT cells, and IFN¢/IL-17A production are interconnected, since
recombinant IL-33 targets INKT cells vitro to induce the pro-inflammatory cytokines that
mediate IRI. Like iINKT cells, neutrophils express ST2 and could therefore respond directly to IL-
33. However, the failure to recruit neutrophils in mice lacking iINKT cells does not support this
assumption. Lastly, an indirect effect of IL-33 on iNKT cell recruitment cannot be excluded since
almost all INKT cells express the inflammatory chemokine receptors CCR2, CCR5 and @GKCR3
much higher levels than any other memory or effector T-cell silbsehile their ligands
CCL5/RANTES, MIG/CXCL9 and IP-10/CXCL10 are widely expressed in non-lymphoid tissues
and up-regulated by inflammatory signals. However, IRI-induced increase in plasma
concentrations was similar for all three chemokinesin WT and IL-33-deficient mice, which makes
IL-33-induced enhancement of their production highly improbable.

Given that IL-33 seems to behave like a cofactor rather than as an independent stimulus by
targeting iINKT cells, as previously reportéénd illustrated irFigure 8, other signals acting in
concert with IL-33 during IRI need to be considered. Recruitment/activation of iINKT cells during
IRl is mediated through interactions with CBi#, implying that endogenous Ag, presumably
self-glycolipids associated with CD1d molecules and recognized by the invariant TCR are
involved®. It is therefore likely that IL-33 provides a means of amplifying iNKT-cell-mediated
responses during IR, as we have previously reported in lung inflamrfation

Even though IL-33 release peaked as soon as 1 hour post-IRI, its effect on myeloid cell
recruitment appeared only 6-24 hours post-IRI, which may be explained by the fact that TCR-
mediated activation of iINKT cells is not achieved within the first hours after clafipitmg
agreement with this explanation, the initial phase of macrophage/neutrophil infiltration appears
before INKT cell infiltration and does not depend on IL-33. This early leucocyte recruitment is
probably mediated through release of chemokines like MCP-1 and MIP-2 by injured abitheli
endothelial and tissue-resident immune cells, which drives the recruitment of macrophages and
neutrophils, respectivel§:

IL-33 has also been described as a potent inflammatory mediator of obstructive and nephrotoxic
AKI12°3%8 Chenet al. reported that IL-33/ST2 signaling promotes tubular cell injury interstitial

fibrosis® while a deleterious effect of IL-33 has been reported during cisplatin-induceétl &Kl
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the last two models, early alarmin-like release of IL-33 has not been documented, since IL-33 was
apparently synthetized within 2-4 days after AKI induction, like a conventional cytokine.

Together with our evidence for a direct interaction of IL-33 with iINKT cells to regulate non-
infectious inflammation in the lufiy our current study supports the notion that the IL-33/iNKT

cell axis represents a new general physiopathological mechanism involved in « sterile
inflammation » associated with tissue damage. It may also apply to IRI occurring during human
renal transplantatigms suggested by our recent pilot study, which indicates that prompt release of
IL-33 into the circulation could be responsible for the early activation of INKT lymphétytes

Our current study improves the understanding of the role played by IL-33 during kidney IR and its
effect on INKT lymphocytes, whose deleterious action is widely recognized. Moreover, the
alarmin signaling pathway may become instrumental as a new therapeutic target, through which
the innate inflammatory cascade involved in IRl and AKI could be neutralized. This approach
would be beneficial for long-term graft survival, which represents a major challenge in

transplantation.
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CONCISE METHODS

Animals

Wild-type C57BL/6 mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isleg)-rin
33-deficient C57BL/6 mice with &ac-z gene-trap (Gt) reportetl(-33°®) were generated as
described by Pichergt al*!. Ja18KO C57BL/6 mice (lacking iNKT cells) and ST2KO C57BL/6

mice were kindly provided by M Taniguéhiand A McKenzié® respectively. All mice were
maintained in our animal facilities under specific pathogen-free conditionsofeseive-week-

old male mice weighing between 25 and 30 g were used in all experiments. Animal care and
manipulations for experimentation were conducted in accordance with the guidelines of the
French Agriculture and Forestry Ministry (decree 87849) and of European Communities| Counci
Directive (86/609/EEC) and were approved by the local ethics committee (COMETHEA:
CE2012-06).

Mouse model of ischemic-reperfusion kidney injury

An established mouse model of unilateral renal ischemia-reperfusion wasese&lpplemental

Figure 2). Briefly, mice were anesthetized with isoflurane (2% for induction and 1.5% for
maintenance). After flank incision, the right renal pedicle was clamped using a straight Schwartz
Micro clip (Fine Science Tools, Heidelberg, Germany) for 32 minutes, and then released. This
duration of ischemia was chosen to induce kidney injury of notable severity without a high
mortality rate, permitting evaluation of the fibrosis process after functional recovery. The left
contralateral kidney (Ctr) was ligated and removed before IRI induction and was used as healthy
and internal control for comparison with the IRl and sham kidneys. Sham-operated mice
underwent identical surgical procedures without clamping of the renal pedicle, and served as
controls for IRl mice. Body temperature was controlled throughout the procedure. Animals were
then allowed to recover, with free access to food and water. Blood was collected from retro-orbital
sinus of isoflurane-anesthetized mice, and right kidneys were removed 1, 3, 6, or 24 hours of

reperfusion.

Renal function

Plasma creatinine assessed by the colorimetric method of Jaffe, and blood urea nitrogen (BUN)
were measured 24 hours post-reperfusion to assess renal function, usingtheCobas C701 automat

analyzer (Roche Diagnostic).
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Cytokine and chemokine measurement

Mouse IL-33 and MCP-1 (Quantikine kit) and mouse IL-17A (Duotest) were quantified in plasma
by sandwich ELISA (R&D Systemsakcording to the manufacturer’s instructions. Mouse IFN-y

was quantified by standard sandwich ELISA, as previously desttiledninex technology was

used according to the manufacturer'sinstructions to measure mouse IL-12p70, MIP-2,
CCL5/RANTES, CXCL9/MIG and CXCL10 inplasma (R&D Systems).

Renal histopathology

Kidneys were fixed in 4% formol, embedded in paraffin wax and sectioned at 3.5 um. Periodic-
acid-Schiff (PAS) staining was used to assess tubular injury. Histological changes were evaluated
by assessment of tubules that displayed: dilatation, cell necrosis and cast formation, loss of brush
border in addition to interstitial edema and interstitial inflammation. All histologic examinations
were performed by a renal pathologist (JMG) in a blinded fashion using a semi-quantitative scale
as follows: 0 (no damage); 1 (damage affecting less than 25% of the whole kidney sections), 2
(damage affecting 25-50% of kidney sections), 3 (damage affecting 50% or nibwe whole

kidney section).

Immunostaining and immunoblotting

A polyclonal goat anti-mouse IL-33 antibody (R&D Systems, clone AF3626) that recognizes
mouse full-length (34-37 kD) and cleaved IL-33 (19-22 kD) was used for immunostaining and
western blot analysis.

For immunofluorescence studies, 5 um cryosections were fixed 1 hour at 4°C in 4%
paraformaldehyde (PFA). Sections were blocked and permeabilized with 3% BSA, 0.3% Triton-
X100, and then stained with primary antibody overnight at 4°C as follows: goat anti-mouse IL-33
(1:500), rat anti-mouse CD31 (1:500, BD Biosciences, clone MEC13.3), and APC-conjugated anti
CD45 (1:200, BD Biosciences, clone 30-F11). Slides were incubated for 1 hour at room
temperature with secondary antibodies as follows: Alexa Fluor 488 donkey anti-rat IgG (1:250;
Life Technologies, A21208), Alexa Fluor 568 donkey anti-goat 1gG (1:500; Life Technologies,
A11057) were used as secondary antibodies. Nuclear staining was performed with DAPI (4,6-
Diamidino-2-phenylindole) (SouthernBiotech).

For IL-33 detection by immunohistochemistry, 5 pm cryosections were fixed in acetone and
immersed in peroxidase block solution (Dako) to eliminate endogenous peroxidase activity. The
sections were incubated with 1% fetal bovine serum and then with goat anti-mouse IL-33 antibody
(1:200) for 4 hours at room temperature. After incubation with the HRP-conjugated rabbit anti-
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goat IgG secondary antibody (1:200, Invitrogen), the immune complexes were visualized using
DAB substrate (Dako). Images were obtained by fluorescence (Olympus BX41) or confocal
(Olympus FV1000) microscopy using the same laser power and gain intensity for all pictures.

For immunoblotting, kidney homogenates were lysed in RIPA lysis buffer (20 mM Tris-HCI (pH
7.5), 150 mM NaCl, 1mM N&DTA, 1 mM EGTA, 1% Nonidet P-40, 1% sodium deoxycholate,
supplemented with phosphatase and protease inhibitor cocktail (Santa Cruz). The supernatants
were collected after centrifugation at 140009 for 10 min at 4°C. Kidney lysates were resolved on
SDS-PAGE and nitrocellulose membranes were blocked with non-fat dry milk and incubated
overnight at 4°C with goat anti-mouse IL-33 antibody (1:500), and then with an HRP-conjugated
rabbit anti-goat polyclonal antibody (1:2000, Invitrogen). The immunoreactive proteins were
visualized with ECL Prime Western blotting detection reagent (Amersham), using the
ChemiDoc™ MP imaging system (Bio-Rad). Relative protein levels were normalized to GAPDH

as a loading control (1:2000, Cell signaling).

Quantitative evaluation of fibrosis

Cryoconserved kidney sections (5 pm) were fixed for 10 minutes in cold acetone and then stained
with Sirius red (Diapath) for 30 minutes at room temperature. Sections were washed in acidified
water, ethanol (95%, then 100%), and mounted for light microscopy analysis. The amount of
collagen deposition (red area), normalized over the surface area analyzed, was digiéfigdjua

using Visilog 7.1® software.

RNA extraction and Real-Time quantitative Reverse Transcription (RTqPCR)

Total RNA was extracted from mouse renal tissue using the Nucleospin RNA extraction Kkit,
according to the manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel). Total RNA (1 pg) from each
sample was retro-transcribed into cDNA using the qScript cDNA Supermix (Quanta Biosciences).
Quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) was performed on the Rotor-Gene Q
Lightcycler (Qiagen) using the 2X Perfecta SYBER Green Mix (Quanta Biosciences) and 500 nM
of the specific primer for mous#é-33, forward: CTACTGCATGAGACTCCGTTCTG, and
reverse: AGAATCCCGTGGATAGGCAGAG.Results were then normalized Witho mRNA
content, forward: AAAGCAGGCGAAGTTTTCATTC, and reverse:
ATTTCCGCTAGGGTTCGTGTT.
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Kidney leucocyte isolation and flow cytometry analysis

Fresh kidneys were minced and passed through a 70-um strainer (BD Falcon), and centrifuged a
300g for 10 minutes in complete RPMI 1640 (Life Technologies). The cell pellet was resuspended
in 36% Percoll solution (GE Healthcare) and then loaded on a layer of 72% Percoll solution
followed by centrifugation at 500g for 20 minutes at room temperature. Leucocytes were
harvested from the interface layer of Percoll and washed in PBS1X. Phenotypic analgael of
leucocytes was performed by flow cytometry using the following mAbs: CD45-BV510 (Clone 30-
F11; Biolegend), CD11b-PE (Clone: M1/70; Biolegend), F4/80-FITC (Clone: BMS8; Biolegend),
GR-1-BVv421 (Clone: RB6-8C5; Biolegend), NK1.1-APC (Clone: PK136; Biolegend), NK1.1-
PerCpCy5.5 (Clone: PK136; BD Biosciences), and CD3-PerCpCy5.5 (Clone: 17A2; Biolegend).
To identify iNKT cells, samples were stained with the a-galactosylceramide analog PBS57 loaded
with mouse CD1d tetramer (TT) conjugated to BV421 or its unloaded tetramer used as a control
(seeSupplementary Figure 7.

For intracellular cytokine staining, cells were isolated and incubated 4-6 hours in the po#sence
Brefeldin A (Golgistop, BD Biosciences). After staining with surface marker antibodies, cells
were permeabilized with the Fix/Perm buffer (BD Biosciences) and incubated with anti-mouse
IFN-y-PECy7 (Clone: XMG102; BD Biosciences) and anti-mouse IL-17A-PE (Clone: TC11-
18H10; BD Biosciences) antibodies. Cells were analyzed using BD FACS Vexgemeter (BD
Biosciences) and FlowJo v7 software (TreeStar, Inc).

Dead cells were excluded using the Live/Dead Fixable Near-IR Dead Cell Stain kit (Life
technologies).

INKT cell purification and culture

iNKT (PBS57-loaded TT(+) CD5(+)) cells were sorted by FACS as previously desériBeidr

to sorting, freshly isolated splenocytes were enriched for INKT cells by magnetic depletion of
CD8, CD11lb, CD62L andCD19 cells (Invitrogen Life Technology), according to the
manufacturer’s instructions. Sorted cells were routinely 97% pure.A total of 2.5x10%orted iNKT

were cultured for 48 hours in 2Q@/mL complete RPMI with or without coated anti-CD3 mAb (1
ug/mL, BD Pharmingen), in the presence or absence of IL-33 (10 ng/mL) in roundbottomed 96-
well plates at 37TC and 5% CO2.

Oxidative stress measurement

CellROX® Green Reagent (ThermoFisher Scientific) was used to evaluate kidney superoxide

production reflecting oxidative stress.Kidney cryoconserved sections (5 pm) were incubated at
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37°C for 30 minutes in the dark with 5 pM of CellROX® Green Reagent.Samples were then
washed with PBS1X, mounted with media containing DAPI (SouthernBiotech),and observed
using the Olympus BX41 fluorescence microscope system.Oxidative stress was determined and
calculated using Image J. Data were expressed in arbitrary units (AU) as perceniageobf
positivesstained cells (green signal) / £ mean of nucleus (blue signal). For each animal, 5-7 fields

were analyzed.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software, version 5.0. All the
experimental groups were compared using the non-parametric Mann-Whitney U test to dalculate
values of two groups, and one-way ANOVA for three or more groups followed by Tukey post-
test. For survival analysis, the Kaplan-Meier plot with a log-rank test was Bsed.05 was

considered to be statistically significant. Data are shown as mean values + SEM.
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Figure legends

Figure 1: IL-33 is constitutively and predominantly expressed by capillary endothelial cell

in peritubular and periglomerular aeres. (A)immunohistochemistry for renal IL-33 in wild-
type mice @pper panel) and IL-3%7" mice used as negative controls for IL-33 stainiogér

panel). GR: glomerular.Arrows indicate IL-33-positive cellB)immunofluorescence staining for
IL-33 (red), CD31 (green) and DAPI (blue) in wild-type mouse kidneys. ImmunostainiBy (A-
showed nuclear expression of IL-33 by capillary endothelial (CD31(+)) cells in peritubular and
periglomerular spaces of the outer medulla. This cell fraction contains approximately 60-70% IL-
33-positive cells. The same IL-33 expression profile was found in the cortex (not sHow@h-(
staining for IL-33 (red), CD31 (green), CD45 (gray) and DAPI (blue) revealed that 20-30% IL-33-
positive cells are CD45(-)CD31(-), which presumably represent fibroblasts and/or pericytes. The
last 10-20% IL-33-positive cells co-express CD45 (at intermediate levels) and CD31, which

presumably represent endothelial precursor cells.

Figure 2: IL-33 is released early after IRI. Wild-type (WT) and IL-38Y¢" (1L-33-deficient)

mice were subjected to sham surgery (Sham) or 32 minutes of unilateral ischemia (IRI) following
contralateral nephrectomy (Ctr). After 1, 3, 6 or 24 hours (T1, T3, T6, or T24) of reperfusion,
kidneys and peripheral blood were remove¥). immunostaining for IL-33 (red), CD31 (green),

and DAPI (blue) in healthy Ctr and Sham kidneys from WT mice demonstrated nuclear
localization of IL-33 by microvascular endothelial cells in peritubular and periglomerular renal
spaces. One hour post-IRI, IL-33 disappeared from peritubular and periglomerular spaces. Healthy
kidneys from IL-38®" mice were used as negative controls for IL-33 staining (see
Supplementary Figure 1. GR: glomerular. One representative separate experiment out of five is
shown. B) Western blot analysis in whole kidney extracts showed a significant decrease of full-
length (32-34 kD) IL-33 1 hour after IRl compared to healthy Ctr and Sham kidneys. Upper panel:
representative IL-33 immunoblot (GAPDHserves as a loading control) of at least threeindependent
experiments.Lower panel: quantification (relative to GAPDH) of IL-33 protein (5 animals per
group). C) Plasma levels of IL-33 (pg/mL) were significantly increased following IRI, as soon as

1 hour after reperfusion, compared to untreated (TO) and Sham mice (5-8 animals per group). Note
that plasma levels of 1L-33 from IL-8%° mice were virtually undetectable (< 5 pg/mL) before

and following IRI. One-way ANOVA followed by Tukey post-test for three or more group

comparisons was used. *P<0.05; **P<0.01.
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Figure 3: IL-33-deficient mice are protected against IRI.Wild-type (WT) and IL-38"¢* (IL-
33-deficient) mice were subjected to sham surgery (Sham) or 32 minutes of unilateral ischemia
(IRI) following contralateral nephrectomy (Ctr). After 24 hours (T24) of reperfusion, kidneys
were obtained (5-8 animals per grouph) (IL-33-deficient mice exhibited decreased blood
creatinine A) and urea nitrogen (BUNB| levels. C) Tubulo-interstitial damage was attenuated

in IL-33-deficient mice when compared to WT mice. Left panel: representative tissue samples for
tubular injury assessed with periodic acid-Shiff (PAS) staining. Sham-operated WT and IL-33-
deficient mice exhibited normal tubular structure. Following IRI, kidneys from WT mice
displayed extensive tubular necrosis, loss of brush border, tubular dilatation and cast formation.
These changes were markedly reduced in IL-33-deficient mice. GR: glomémutaws indicate

aaute tubular necrosis. Right panel: tubular injury scores (5-8 mice per group). Two-tailed Mann-
Whitney U test was used for two group comparisons, and one-way ANOVA followed by Tukey
post-test for three or more group comparisons. *P<0.05; **P<0.01; **P<0.001.

Figure 4: IRI-induced oxidative stress generation is attenuated in 1L33-deficient mice.Wild-

type (WT) and IL-38Y¢* (IL-33-deficient) mice were subjected to sham surgery (Sham) or 32
minutes of unilateral ischemia (IRI) following contralateral nephrectomy (Ctr). After 24 hours
(T24) of reperfusion, kidneys and peripheral blood were obtained. ROS production in renal tissue
from WT and IL-33-deficient mice was measured using the fluorogenic probe called CellROX®
green. A-C) CellROX® green was weakly fluorescent in healthy Ctr (A) and Sham kidneys (B),
and exhibited green fluorescence T24 post-IRI in WT but not in IL-33-deficient mice (C). Images
are representative of three animals for each grddpQuantification of CellROX ® fluorescence
intensity (3 animals per group). AU: arbitrary unit. Two-tailed Mann-Whitney U test was used for
two group comparisons, and one-way ANOVA followed by Tukey post-test for three or more
group comparisons. *P<0.05; **P<0.01.

Figure 5: Collagen deposition after IRI is reduced in IL-33-deficient miceWild-type (WT)

and IL-33°Y®* (IL-33-deficient) mice were subjected to sham surgery (Sham; 3 animals per group)

or 32 minutes of unilateral ischemia (IRI; 6 animals per group) after contralateral nephrectomy
(Ctr). Blood was collected after 24 hours (T24) of reperfusion. At day 30 (D30) post-reperfusion,

blood and kidneys were obtained from surviving mice (for detailsSspplemental Figure 4.

In this set of experiments, we confirmed the data depicted in Figure 3, which showed that blood

creatinine A) and urea nitrogen (BUNB{ levels measured at T24 post-IRI were significantly
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more markedly increased in WT than in IL-33-deficient mice. At D30 after IRI, blood creatinine
and BUN significantly returned to baseline values in both WT an83iteficient mice. C-D)

Fibrosis analysis. Collagen was measured using Sirius red staining. Representative panels of
collagen staining (C) and fibrosis quantification (total kidney collagen content) are shown (D).
Significant collagen deposition in kidneys was found at D30 post-IRI in kidneys from WT (n=3)
but not in IL-33-deficient (n=6) mice, as compared to their healthy Ctr (n=3) or Sham (n=3)
counterparts. Two-tailed Mann-Whitney U test was used for two group comparisons, and one-way
ANOVA followed by Tukey post-test for three or more group comparisons. *P<0.05; **P<0.01;
***P<0.001.

Figure 6: Kidney infiltration of innate inflammatory cells following IRI is attenuat ed in IL-
33-deficient mice.Wild-type (WT) and IL-38C (IL-33-deficient) mice were subjected to sham
surgery (Sham) or 32 minutes of unilateral ischemia (IRI) after contralateral nephrectomy (Ctr).
After 24 hours, kidneys were obtained and leukocytes were freshly isolated to examine the
percentage and number of F4P0CD118"9" cells (monocytes/macrophage®)-B), GR-1"9"
CD118"" cells (neutrophils)@-D), and frequency of IFN-and/or IL-17A-producing GR™"

cells (neutrophils) B-F) by flow cytometry. Representative dot plots are shown for FE4/80
CD118"" cells (A) and GR-19"CD118"9" cells (C) after gating on live CD45(+) cells. Density
plots are shown for GR™" cdls producing IFNy and/or IL-17A (E) after gating on live
CD45(+) cells. Absolute number (per kidney) of CD45(+)FA8@D118"" cells (B) and
CD45(+)GR-1"9" CD11H"" cells (D), and frequency of INfand IL-17A-expressing CD45(+)
GR-1"9" (3 animals for each group). (A,C,E) Numbers represent the frequency of cells within the
indicated quadrant. (B,D,F) Data are expressed as means + SEM (5-8 animals per group). Two-
tailed Mann-Whitney U test was used for two group comparisons, and one-way ANOVA followed
by Tukey post-test for three or more group comparisons. *P<0.05; **P<0.01; **P<0.001.

Figure 7: INKT cell recruitment and function are impaired following IRI in IL -33-deficient

mice. Wild-type (WT) and IL-38YC!(IL-33-deficient) mice were subjected to sham surgery
(Sham) or 32 minutes of unilateral IRI after contralateral nephrectomy (Ctr). After 24 hours,
kidneys were obtained and leukocytes freshly isolated to examine the percentage and number (pe
kidney) of total (A-B), and the frequency of IRMad/or IL-17A-expressing (C-F) PBS57-loaded
CD1d TT(+) CD3(+) (INKT) cells by flow cytometry analysi\)(Representative dot plots are
shown for PBS57-loaded CD1d TT(+) CD3(+) cells after gating on live CD45(+) cells (5-8
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animals for each group). Numbers indicate the percentage of iINKT cells defined as PBS57-loaded
CD1d TT(+) cells with intermediate CD3 expression among total leukocytes after gating on live
CD45(+) cells (for gating strategy, see Supplemental Figure B)). Absolute number of
CD45(+)PBS57eaded CD1d TT(+) CD3(+) cells (5-8 animals for each groug}) (
Representative density plots are shown for PBS57-loaded CD1d TT(+) CD3(+) cells producing
IFN-yand/or IL-17A after gating on live CD45(+) cells. Numbers represent the frequency of cells
within the indicated quadrantD) Percentages of INfand/or IL-17A-expressing PBS57-loaded
CD1d TT(+) CD3(+) cells (3 animals for each column) (E-F) Mean Fluorescence Intensity (MFI)
of IFN-y (E) and IL-17A §) was analyzed among CD45(+) cells after gating Fel-fand IL-
17A-expressing PBS57-loaded CD1d TT(+) CD3(+) cells, respectively (3 animals for each
group). Data are expressed as means + SEM. Two-tailed Mann-Whitney U test was used for two
group comparisons, and one-way ANOVA followed by Tukey post-test for three or more group

comparisons. *P<0.05.

Figure 8: IL -33 directly interacts with iINKT cells to induce increase in IFNy production

upon TCR engagementFreshly sorted splenic iNKT (a-GC-loaded CD1d TT(+) CD5(+)) cells

(for details, se®) from wild-type C57BL/6 mice were cultured for 48 hours on plates
(25x1G/well) coated with or without anti-CD3 mAb, and in the presence (hatched columns) or
absence (white columns) of IL-33 (10 ng/mL). IL-17A and HK-Noncentrations in the
supernatants were quantified by ELISA. Data represent the meanSEM from triplicates of one

representative experiment out of two.

Figure 9. Early release of IL-33 after IRl is not accompanied by severe neutrophil
infiltration and renal dysfunction in mice lacking INKT cells. Wild-type (WT) and d18 KO

(INKT cell-deficient) mice were subjected to sham surgery (Sham) or 32 min of unilateral
ischemia after contralateral nephrectomy (Ctr). After 1, 3, 6 or 24 hours (T1, T3, T6, or T24) of
reperfusion, kidneys and peripheral blood were obtairedP{asma creatinine levels T24 post-
IRI. Absolute number (per kidney) of CD45(+) FAM@D118"" cells (monocytes/macrophages)

(B) and CD45(+) GR-19"CD118"9" cells (neutrophils)@) at T24 post-IRI. Data are expressed as
means = SEM of 4-6 animals per group) Plasma levels of 1L-33 (pg/mL) were significantly
increased, as soon as 1 hour after reperfusion in IRI-induced mice than before and compared tc
Sham mice with no differences between WT and iNKT cell-deficient mice. For each WT or iNKT
cell-deficient group of mice: Two-tailed Mann-Whitney U test was used for two group
comparisons, and one-way ANOVA followed by Tukey post-test for three or more group
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comparisons. For panels A, C, and D: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. For panel B: *P<0.05 or
**P<(0.01 versusTO; 3P<0.05versusSham).

Figure 10: Initiation phase of monocyte/macrophage and neutrophil infiltration inducedoy

IRl does not require IL-33 and precedes INKT cell recruitment.Wild-type (WT) mice and IL-

33°YCt (|L-33-deficient)mice were subjected to 32 min of unilateral ischemia after contralateral
nephrectomy (Ctr). After 3, 6 or 24 hours (T3, T6, or T24) of reperfusion, kidneys were obtained
and freshly leukocytes isolated to examine the number of CD45(+) '®4BD118"" cells
(monocytes/macrophages), CD45(+) GEMCD118"" cells (neutrophils) and CD45(+)PBS57-
loaded CD1d TT(+) CD3(+) (iNKT) cells. Absolute number (per kidney) of CD45(+) E4/80
CD11B8"" cells (A), CD45(+) GR-19"CD114"" (B), and CD45(+) PBS57-loaded CD1d TT(+)
CD3(+) (C). WT mice (left panels). IL-33-deficient mice (right panels). Data are expressed as the
means = SEM of 6 animals per group for each time. Two-tailed Mann-Whitney U test was used

for two group comparisons. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Figure 11: Sequence diagram of cellular and molecular events in IRI: IL-33 amplifies
monocyte/macrophage and neutrophil infiltration by promoting iNKT cell recruitment.
Monocyte/macrophage and neutrophil kidney infiltration occurs within 3-6 hours post-IRI
induction. Despite the concomitant IL-33 release by injured microvascular endothelial cells, this
early phase of innate inflammatory response is IL-33-independent and may result from chemokine
release and action. iINKT cells are recruited and activated 24 hours after IRI induction. This later
phase depends on IL-33. By producing liFNad 1L-17A, 1L-33-activated iINKT cells amplify
monocyte/macrophage and neutrophil recruitment and promote their pro-inflammatory cytokine

production, thereby resulting in acute tubular injury and ultimately in interstitial fibrosis.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 10
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Figure 11
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Supplemental Figure 1

Immunofluorescence staining for IL-33 on non-ischemic kidneys from wild-type and IL-336/Gt
mice. IL-33 (red), CD31 (green) and DAPI (blue) in non-ischemic kidneys from wild-type (WT) and IL-
336t/Gt (]L-33-deficient) mice. Note the absence of staining in healthy kidney tissues from IL-33-
deficient mice used as controls.
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Supplemental Figure 2

d'c57BL/6

10-12 week-old Nephrectomy Unilateral Ischemia  Reperfusion Sacrifice
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Contralateral kidney 32 minutes T1,T3,T6and T24

Experimental procedure of renal IRI. Wild-type (WT) and IL-336¥¢t (|L-33-deficient) male
C57BL/6 mice were subjected to sham surgery (Sham) or 32 minutes of unilateral ischemia
(IRI) following contralateral nephrectomy (Ctr). After 1, 3, 6 or 24 hours (T1, T3, T6, or T24)
of reperfusion (from the end of the ischemic period), kidneys and peripheral blood were
obtained. The healthy left Ctr kidney, ligated and removed before IRl induction, was used as
for comparison with IRl and Sham kidneys. Control plasma (TO) was obtained from naive
animals.
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Supplemental Figure 3
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Mortality is reduced in IL-33-deficient mice. Wild-type (WT) and IL-335%6t (]L-33-deficient) mice
were subjected to sham surgery (Sham; 3 animals per group) or 32 minutes of unilateral ischemia
(IRI; 6 animals per group) after contralateral nephrectomy. Kaplan-Meier survival curves for sham-
operated and IRl WT and IL-33-deficient mice. Thirty days after IRl induction, a survival rate of 100%
was observed in IL-33-deficient mice whereas 50% of WT mice succumbed within the first 3-4 days.
Survival distribution of the WT IR group was significantly different from all other groups of mice.
(Mantel-Cox, *P<0.05).
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Supplemental Figure 4

>
w

200- * % *k 104 xxx
* % kK
= o
O 150 o
= A
3 Z" 6
5 3
E 100- =
[-}] S
£ &  4-
c =
= 2
o 504 =
1Y 2_
o
04 0-
Q A A Q A & K Y S
© QY AR ¢ QR ¢ QR
& ¥ & ¥ S & & &
B 23 23 B3
WT ST2-deficient WT ST2-deficient

ST2-deficient mice are protected against IRl. Wild-type (WT) and ST2KO (5T2-deficient) mice
were subjected to sham surgery (Sham) or 32 minutes of unilateral ischemia (IRI) following
contralateral nephrectomy (Ctr). After 24 hours (T24) of reperfusion, kidneys were obtained (4-6
animals per group). At T24 post-IRI, ST2-deficient mice demonstrated less elevated blood
creatinine levels (A) and attenuated tubulointerstitial damage (B) as compared to their WT
counterparts. Control plasma (T0) was obtained from naive animals. Tubular injury was assessed
with periodic acid-Shiff (PAS) staining. Sham and healthy Ctr kidneys from both WT and ST2-
deficient mice exhibited normal tubular structure. One-way ANOVA followed by Tukey post-test
was used for three or more group comparisons. **P<0.01; ***P<0.001.

152



Supplemental Figure 5
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Identification of kidney leukocytes by flow cytometry. Wild-type (WT) and IL-33%¥6t (|L-33-
deficient) mice were subjected to sham surgery (Sham) or 32 minutes of unilateral ischemia (IRI)
after contralateral nephrectomy (Ctr). After 24 hours, kidneys were obtained and leukocytes freshly
isolated to examine the number of total leukocytes (CD45(+) cells). (A) Gating strategy. Kidney cell
suspensions were prepared from ischemic WT mouse kidneys. Cells were first gated on size (FCS-A)
and granularity (SSC-A) followed by Near IR exclusion to identify live cells for further analysis. Live
cells were gated on CD45 expression to identify leukocytes. (B) Number (per kidney) of CD45(+)
cells. Data are expressed as means + SEM (5-8 animals per group). One-way ANQVA followed by
Tukey post-test was used for three or more group comparisons. ***P<0.001.
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Supplemental Figure 6
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Early increase of plasma levels of MCP-1 and MIP-2 after IRl induction does not depend on IL-
33. Wild-type (WT) and IL-335¥6t (|L-33-deficient) mice were subjected to 32 minutes of
unilateral ischemia (IRI) following contralateral nephrectomy. After 3, 6 or 24 hours (T3, T6, or
T24) of reperfusion, peripheral blood was collected. Plasma levels of MCP-1/CCL2 (pg/mL) (A)
and MIP-2/CXCL2 (relative MFI) (B) were significantly increased following IRI, as soon as 3 hours
after reperfusion in both WT and IL-33-deficient mice, compared to their basal levels in
untreated (TO) mice (6 animals per group). There was no significant difference in MCP-1 and
MIP-2 levels between WT and IL-33-deficient mice at all time points. Two-tailed Mann-Whitney

U test was used for two group comparisons. For each WT or IL-33-deficient group of mice:
*P<0.05 and **P<0.01 versus TO.
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Supplemental Figure 7
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Gating strategy to identify INKT cells among leukocytes freshly isolated from kidneys.
Leukocytes (CD45(+) cells) were membrane-labeled with anti-CD3 mAb and an empty CD1d TT
(without PBS57) (left panel) or with anti-CD3 mAb and PBS57-loaded CD1d TT (right panel) to
validate the staining of the PBS57-loaded CD1d TT. iNKT cells were defined as PBS57-loaded
CD1d TT(+) cells with intermediate CD3 expression. A representative case of leukocytes isolated
from a healthy contralateral kidney is shown. Numbers indicate the percentage of cells of
interest among total leukocytes after gating on live CD45(+) cells.
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Supplemental Figure 8
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Augmentation of surface CD69 expression on iNKT cells induced by ischemia-perperfusion is
altered in the kidneys of IL-33-deficient mice relative to WT mice. Wild-type (WT) and IL-336t/Gt
(IL-33-deficient) mice were subjected to 32 minutes of unilateral IRl after contralateral
nephrectomy (Ctr). After 24 hours, kidneys were obtained and leukocytes freshly isolated to
examine CD69 Mean Fluorescence Intensity (MFI) levels on iNKT (PBS57-loaded CD1d TT(+)
CD3(+)) cells after gating on CD45(+) cells. Each group was composed of 3 animals. Two-tailed
Mann-Whitney U test was used for two group comparisons. ¥*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Supplemental Figure 9
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Early increase in plasma levels of MIG, IP-10 and RANTES after IRl induction does not depend on
IL-33. Wild-type (WT) and IL-335/Gt (|L-33-deficient) mice were subjected to 32 minutes of unilateral
ischemia (IRI) following contralateral nephrectomy. After 3, 6 or 24 hours (T3, T6, or T24) of
reperfusion, peripheral blood was collected. Plasma levels (relative MFI) of MIG/CXCL9 (A), IP-
10/CXCL10 (B) reperfusion in both WT and IL-33-deficient mice, compared to their basal levels in
untreated (TO) mice (6 animals per group). There was no significant difference in MIG, IP-10 and
RANTES levels between WT and IL-33-deficient mice at all time points. Two-tailed Mann-Whitney U
test was used for two group comparisons. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Discussion générale et perspectives

Dans ce travail, nous avons étudié deux éléments, 1’un cellulaire et 1’autre moléculaire, clés
du systéne immunitaire inné capables d’influencer les événements initiés par la séquence d’IR
rénale qui constitue un enjeu majeur en transplantation d’organe. Ces deux éléments sont
I’alarmine/cytokine IL-33 etles lymphocytes iNKT.

Sur la base de nos résultats et en prenant appui sur la littérature, y compris cette de
laboratoire, nous développerons dans cette discussion générale la question de l’influence de
I’alarmine/cytokine IL-33 et des lymphocytes iNKT dans les phénoménes d’IR rénale puis nous
tenterms de mettre en perspective 1’apport de nos travaux dans la compréhension des mécanismes
d’action impliqués dans le développement de I’IR en lien avec la transplantation rénale. Enfin,
nous discuterons différentes stratégies thérapeutiques, ceci en prenant en compte le réle importar

de ces deux facteurs innés mis en jeu au cours de I’IR rénale in vivo.

1. L’IL-33 une alarmine du stress cellulaire associé a ’IR rénale

La libération des molécules de danger DAMP, en patrticulier les alarmines HMGBL1 et IL-
33, au décours immédiat de la transplantation rénale chez 'homme, démontrée au sein de notr
€équipe, a permis de proposer une association étroite entre la genese de lésions rénales et
libération d'alarmines (Thierrgt al.,2014). A cela vient s’ajouter des études expérimentalés
vivo démontrant I'implication directe de 1’alarmine HMGBI1 dans la pathogénie de I’IR rénale (Wu
et al.,2010) (Cheret al.,2016). Toutefois, la démonstration d’une action directe de I’IL-33 et son
implication dans les phénoménE$R rénale restait & ce jour non documentée.

Dans le présent travail, nous apportons la démonstnatiooepsd’une implication directe
de Dl’alarmine IL-33 comme ¢élément clé dans la genese des lésions d’IR rénale et facteur
déterminant dans ’activation du systeme immunitaire inné associée. Cette démonstration a été
apportée par I'utilisation d’un modele murin d’IR rénale unilatérale par clampage/déclampage du
pédicule rénal appliqué a des souris sauvages et déficientes en IL-33 (souff&Ci),-88crites
dans la partie 1l de notre introduction générale. Sur le plan mécanistique, nos résultats montrent ur
role essentiel de I’'IL-33 dans l'activation et le recrutement des cellules iINKT suite a la séquence
d’IR chaude. Ces cellules iNKT activées participent a la réponse immunitaire stérile associée a
I’IR, ceci en produisant les cytokines pro-inflammatoires IFNy et IL-17A, et en amplifiant le
recrutement de PNN, euxémes producteurs d’IFN-y et d’IL-17A et responsables des |ésions
tubulaires aigués cangeistiques de I’IR rénale.
Nous avons montré, tant chez les souris déficientes en IL-33 que chez celles dépourvues du

récepteur spécifique ST2 de I’'IL-33, une préservation de la fonction rénale aprés la séquence
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d’ischémie chaude résultant d’une atténuation significative des Iésions tissulaires. Ces données
sont fortement en faveur de 1’existence d’un axe I1L-33/ST2régissant les phénoménes d’IR rénale.
L’IL-33 avait été décrite comme un médiateur inflammatoire puissant dans la genése des lésions
tissulaies dans deux modéles d’IRA, d’origine néphrotoxique induite par le cisplatine (Akcay et
al., 2011) et obstructive (Cheat al.,2016). Dans ces deux modeles d’IRA, comme au cours de
I’IR rénale, une nécrose tubulaire aigué ainsi qu’un infiltrat inflammatoire sont observés.

Notre travail ¢élargit donc le champ d’application de I’IL-33 a I’IRA rénale d’origine
ischémique. Il est aussi le premier a montrer que 1’IL-33 agit en tant qu’alarmine dans un mode¢le
d’IRA. Ainsi, nous montrons bien une libération tres rapide de 1’'IL-33 stockée au niveau nucléaire
dans les cellules rénales endommagées, principalement endothéliales, dés la premiére heure c
reperfusion suivant la séquence d’ischémie chaude, ceci sans requérir une néosynthése inductible
du géne codant I’IL-33. De plus, dans notre modéle, I’'IL-33 alerte bien le systéme immunitaire,
ceci en recrutant des populations cellulaires effectrices innées, en particulier les cellules INKT

dont les fonctions pro-inflammatoires seront activées.

1.1. Libération suite a une nécrose

La définition des alarmines englobe des molécules qui sont libérées dans le milieu
extracellulaire par des cellules endommagées suite a un stress ou un traumatisme tissulaire. Ce
molécules servent de signal de danger pour alerter le systéeme immunitaire inné déclenchant ains
une réponse inflammatoire (Séii al.,2003). En IR rénale, les Iésions tissulaires sont le résultat
d’une nécrose tubulaire aigu€ ainsi que d’une nécrose des cellules endothéliales due a une perte
des capillaires péritubulaires qui est responsable du dysfonctionnement de la microvascularisation
rénale (Kramann, Tanaka et Humphreys, 2014).
Dans notre modele d'inflammation stérile, la séquence d’IR chaude induit la libération trés précoce
de I’IL-33 par les cellules endothéliales endommagées. En effet, dés 1 heure apres la reperfusiuor
une perte de I'[L-33 stockée dans le noyau des cellules CD31(+) est observéiu et
accompagnée d’une augmentation des taux plasmatiques d’IL-33 sans modification de
I’expression transcriptionnelle de I’'ll-33. Ces données sont conciliables avec un mode de
libération de « type alarmine De plus, I’analyse protéique par western-blot de broyats tissulaires
de reins sains et « ischémiggaous a permis de déceler une seule forme d’IL-33 ayant un poids
moléculaire compris entre 32 et 34 kDa. Cette forme, dite « full-length », correspond a la protéine
entiére, non clivée par les caspases apoptotiques. Ceci suggére une libération d’IL-33 résultant
d’un processus de nécrose plutdt que d’apoptose. En effet, au cours de 1’apoptose, la protéine IL-

33 est clivée par les caspases pro-apoptotiques 3 et 7 générant ainsi deux produits biologiquemer
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inactifs d’environ 19 kDa (Liithi et al.,2009) (Cayrol et Girard, 2009). Ce mode de mise en action

de I'TL-33 est donc bien caractéristique d’une alarmine. Aussi 1’IL-33 libérée par nécrose dés
I’initiation du stress tissulaire agit-elle dans notre modéle comme un médiateur des réponses
immunitaires locale et systémique. A cet égard, soulignons les modeles pathologiques de stres:
cellulaire provoqué par une infection parasitaire a helminthe (Shimokawéa, 2017) ou des
lésions cérébrales (Gadamt al., 2015), dans lesquels I’IL-33 agit aussi avec les mémes

caractéristiques d’alarmine que nous décrivons dans notre modele d’IR rénale.

1.2. L’IL-33 participe au recrutement et a ’activation du syst¢eme immunitaire inné et en
particulier des cellules iINKT apres IR rénale

Le recrutement précoce de cellules de I'immunité innée est une caractéristique de
I’inflammation stérile induite par la séquence d’IR rénale (Eltzschig et Eckle, 2011). Pour cette
raison, nous avons réalisé & partir de reins provenant de souris sauvage et de sofiff& 2433
heures aprés la séquence d’IR, une étude par cytométrie en flux du recrutement des principaux
effecteurs de I’immunité innée, avec un intérét particulier porté aux PNN et aux lymphocytes
iNKT qui sont réputés étre réactifs a 1’'IL-33 (Bourgeoiset al.,2009) et auxquels on attribue un

réle délétére majeur dans les phénomenBsdnale (Li et al.,2007).

1.2.1. Axe IL-33/ cellules INKT/PNN

Comparativement aux souris sauvages, le nombre de PNN recrutés dans le rein
« ischémié » est apparu tres réduit chez les souris déficientes en IL-33. De la méme maniere,
I’analyse des cellules iNKT intra-rénales, a montré une augmentation de leur nombre chez les
souris sauvages apres la séquence d’IR chaude, augmentation non retrouvée chez les souris
déficientes en IL-33.
Cette partie de notre travail suggere un réle de I’IL-33 dans la genese des Iésions ischémigiaes
le recrutement de cellules immunitaires effectrices composées de PNN et de cellules iNKT. L’IL-
33 pourrait jouer un role dans le recrutement des PNN, soit par une action directecslluless
qui exprimenton récepteur spécifique ST2, soit par la mise en jeu d’autres acteurs cellulaires tels
gue les cellules INKT décrites dans la littérature comme impliquées dans la genese des lésions
d’IR rénales via leur activation des PNN (lat al.,2007).
L’IL-33 a bien été décrite pour ses activités chimio-attractantes sur les PNN &rdg qu’en
situation expérimentalen vivo (Verri et al., 2010). Cependant, nos résultats montrant que la
libération d’IL-33 chez les souris déficientes en cellules iINKT (soutié83), bien que
quantitativement équivalente a celle des souris sauvages, n’est pas accompagnée d’un recrutement

de PNN, privilégient le second scénario.
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Notre travail permet de conclure en I’existence d’une influence de I’IL-33 sur les cellules iINKT

non seulement dans leur recrutement mais aussi dans leur statut fonctionnel. Ainsi, les cellules
iNKT dont le recrutement dans le rein des souris dépourvues d’IL-33 est réduit, ont aussi un
niveau d’expression diminué¢ du marqueur précoce d’activation CD69 et des cytokines IFN-et

IL-17A.

Nous postulons que dans notre modéle, I’IL-33 cible directement les cellules INKT. En effet, les
cellules iNKT expriment constitutivement le récepteur ST2 spécifique de I’[L-33 (Bourgeoiset

al., 2009). Surtout, notre étudie vitro réalisée a partir de lymphocytes iNKT purifiés montre un
effet amplificateur majeur de 1’IL-33 sur les productions d'IFNet d’IL-17A. Ces données sont

en faveur d’une action directe in vivo dans notre modéle d’IR rénale de I’IL-33 sur les cellules

INKT et leur production de cytokines pioflammatoires, a I’image de ce qui a été décrit dans un

modéle expérimental d’inflammation pulmonaire aigu dans lequel I’'1L-33 joue également un réle
majeur dans le recrutement de cellules iNKT productrices d’IFN-y (Bourgeois et al.,2011).

Afin d’apporter la démonstration définitive d’une action directe de 1’IL-33 sur les cellules iINKT

au cours des phénomeénes d’IR rénale chez la souris, nous proposons des expériences de
reconstitution de souris Ja18” par des cellules iNKT provenant de souris sauvages ou insensible &
I'IL-33 (ST2). Les résultats attendus sont un dysfonctionnement rénal et des lésions tissulaires
aprés IR chez les souris Ja18” reconstituées avec des cellules iNKT provenant de souris sauvage
mais non de souris STAFigure 24). La population iNKT est trés minoritaire et hétérogéne. Ces
expériences de reconstitution, qui requierent des sources cellulaires purifiées, seraient donc
facilitées par I’emploi de souris génétiquement modifiées sur-exprimant le compartiment iNKT
(souris transgéniques o¥4-Jal18) (Bendelac, Hunziker, et Lantz, 1996) chez lesquelles on
introduirait préalablement la déficience ST2.

(@ oot Ischémie-Reperfusion
ss®

Figure 24 : Schéma expérimental du transfert cellulaire adoptif avant IR rénaleLes souris déficientes

en cellulesNKT (souris Ja18™) seront reconstituées avec des cellules iINKT provenant de souris sauvages
(WT) et de souris dépourvues du récepteur membranaire STZ)YBiR soumises a la séquence d’IR afin
d’apporter la preuve définitive de I’existence d’un axe IL-33/ST2/cellules iINKT en IRI rénale.
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1.2.2. L’IL-33 dans le recrutement d’autres effecteurs leucocytaires

A coté des PNN et des cellules iNKT, d’autres types cellulaires appartenant a I’immunité
innée et réactifs a I’IL-33 ont été proposés comme cdntsint aux phénoménes d’IR rénale. C’est
le cas en particulier des DC, des monocytes/macrophages et des cellules NK. Dans notre modele
nous avons pu confirmefFigures 25 et manuscri} les données de la littérature rapportant un
recrutement de ces trois populations effectrices au cours des 24 premiéres heures post-IR (Li e
Okusa, 2010) (Jang et Rabb, 20&6montrer par 1’utilisation des souris déficientes en IL-33 une
influence de I’alarmine sur leur recrutement.
Les monocytes/macrophages et les DC sont décrits comme les initiateurs de la réponse innée et d
I’inflammation stérile au niveau du rein qu’ils orchestrent en réponse a I’IR et leur contribution
dans le recrutement des cellules INKT a été proposét @i, 2010). Nous devons donc envisager
quel’IL-33 agit sur les cellules INKT non seulement directement mais \dadsirecrutement de

ces compartiments cellulaires.
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Figure 25: Identification des leucocytes intra-rénaux par cytométrie en fluxDes reins provenant de
souris de type sauvage (WT) et de souris déficients en IL-33{{%Bayant subi une IR de 32 minutes ou
contrdles ont été analysés par cytométrie en flux, 24 heures apres la reperfusidétgroniner le nombre
absolu de DC (CD45(+)CDPtF4/80"" (A) et de cellules NK (CD45(+)CD3(-)NK1.1(+)BY infiltrant
les reins. Les données sont exprimées en moyenne + SEN@ipe). L’analyse statistique a été réalisée
a I’aide du test One-way ANOVA. n.s : non significatif *p<0.05 et **p<0.01.

Enfin sepose la contribution, méme partielle, des cellules NK dans notre modéle d’IR

rénale dont le recrutement dépend aussi de I’'TL-33. |l est possible que leur caractere délétere décrit
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antérieurement dépende des cellules iNKT sous I’effet de ’IL-33. En effet, il a été décrit que les

cellules iNKT,via leur IFN+, « transactivent » les cellules NK (Carnaatcal.,1999).

1.3 L’IL-33 et ses partenaires privilégiés dans I’activation des cellules iNKT aprés IR rénale

Dans la 8™ partie de I’introduction générale, nous avons évoqué les différents
mécanismes conduisant a 1’activation des cellules iNKT. Parmi ces modes d’activation figurent
ceux mettant en jeu les cytokines, leur TCR ou bien les deux combinés. Dans la situation de I’'IR
rénale, il avait jusqu’ici €té proposé la possibilité d’un engagement du TCR des cellules iNKT
sans que la place des cytokines ait été abordée.

Cette question est discutée ci-aprés en recherchainté&rer la place de I’'TL-33.

La cytokine IL- 12 comme partenaire privilégié de I’IL-33 en IR rénale ?De nombreuses études
ont montré que 1I’IL-12 est capable seule ou en combinaison avec I’IL-18 d’activer les cellules
INKT en I’absence de stimulation dépendante du TCR, soulignant le caractére inné de ces cellules.
De plus, I'IL-12 est capable de synergiser avec le TCR et de contribuer ainsi a activer plus
efficacement les cellules iNKT.
Un faisceau d’arguments nous conduits a présumer que 1’IL-33 agit de maniére concertée avec
I’IL-12 dans notre modéle d’IR rénale : 1) Contrairement a I’IL-12 et a ’image de I’'IL-18, I’'TL-33
agit sur les cellules INKT plutét comme un cofacteur amplificateur que comme un facteur
stimulateur autonome (Bourgeas al.,2009);2) En accord avec ce princip, vitro commein
vivo, les actions de I’'TL-33 sur lesellules iNKT dépendent de I’IL-12 endogéne (Bourgeais al.,
2009) (Bourgeoiset al., 2011); 3) Nous avons noté une augmentation significative des taux
plasmatiques d’IL-12 mais non d’IL-18 en réponse a la séquence d’IR rénale (Figure 26); et enfin,
4) Les souris IL-1Z ont été décrites comme étant protégées des 1ésions d’IR rénale (Marques et
al., 2006).
I serait donc pertinent d’analyser dans notre modele d’IR rénale le recrutement dans le

rein et le statut fonctionnel intra-rénal de la population INKT chez les souris déficientes en IL-12.
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Figure 26: Dosage des cytokines IL-12 et |18, partenaires de I’IL-33, apres IR rénale.Le sang
provenant de souris sauvages et de souris déficientes en IL-33°(t')}33té récupéré avant et aprés la
séquence d’IR rénale et les variations des cytokines IL-12p70 @A) et IL-18 B) ont été recherchées
respectivement par techniques Luminex et ELISA.

Les données sont exprimées en moyenne + SEdloiEpe) L’analyse statistique a étéalisée a ’aide du
test non paramétrique Mann-Whitney. *p<0.05.

Les DAMP comme partenaires de I’IL-33 ? Dans le modéle de dommage tissulaire induit par
I’infection par helminthe (Shimokawaet al., 2017) I’IL-33 semble agir en concertation avec
I’ATP dans la production d’IL-13 des mastocytes. Une recherche par similitude consisterait a
testerin vitro si I’'IL-33 et I’ATP sont capables en concertation d’induire ou d’amplifier les
productions d’TFN-y et'ou d’IL-17A des cellules iNKT.

La place des chimiokine comme partenaires de I’IL-33 ? Dans la littérature, les cellules iINKT

sont décrites pour exprimer les récepteurs CCR2, CCR5 et CXCR3 (Kim, Johnston, et Butcher,
2002) et répondent respectivement a leurs ligands MCP-1, CCL5 et CXCL9/CXCL10 (ces deux
chimiokines partageant le méme récepteur CXCR3) (Farber, 1997) (Rarze2006) qui sont
largement produits par les cellules des tissus non lymphoides et qui sont régulés par des signau
inflammatoires, y compris en IR rénale (Pareteal.,2006).

Bien que I'IL-33 ait été décrite pour ses fonctions chimiotactiques sur les cellules iNKT, les
mécanismes soyseents en jeu ne sont pas ¢lucidés. Il serait pertinent de rechercher si 1’IL-33 ne

régule pas positivement 1’expression des récepteurs de chimiokines CCR2, CCR5 et/ou CXCR3

la surface des cellules iNKT.

La place de I’'IL-33 dans la mise en jeu du TCR des cellules iNKT Bu fait de leur caractére
ambivalent, les cellules iNKT, qui sont a l’interface entre I'immunité innée et adaptative,

répondent de facon rapide et innée aux cytokines IL-33 et IL-12 qui sont rapidement libérées au
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cours de I’IR rénale. On ne peut cependant pas exclure une activation concomitante via leur TCR

par la reconnaissance de ligands endogénes présentés par CD1d a la surface de CPA camme cel:
¢été proposé par le groupe d’Okusa (Li et al.,2010).

Dans ce contexte, nos résultats obtemusitro (Figure 27) décrivant que 1’'IL-33, seule ou
associée avec I’IL-12, amplifie les productions d’IFN-y et d’IL-17A des cellules iINKT stimulées

via leur TCR, sont en accord avec une acimwivo de I’IL-33 accompagnant les deux modes
d’activation des cellules iNKT engageant le TCR et I'IL-12 que nous présumons tous les deux étre

mis en jeu au cours de I’IR rénale.
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Figure 27: Analysein vitro de la production cytokinique des cellules iINKT médiée palIL-33. Des cellules
iINKT (PBS57-loaded TT(+) CD5(+)) purifiées a partir de rates de souris sauvageété mises en culture
(2,5x1d/puits) avec ou sans stimulation du CD3ugImL) en présence ou en absence d’IL-33 (10 ng/mL) et d’IL-12
(20 ng/mL) puis les surnageants de culture ont été dosés pour I’IL-17A (A) et 'IFN-y (B) par technique ELISA.

Y

Un mécanisme complémentaire de I’'IL-33 reposerait sur sa capacité a cibler les CPA. Nous
proposons de rechercher si les monocytes/macrophages et les DC recrutés dans les reins post-|
de maniére dépendante de I’IL-33 (cf. paragraphe ci-avant 1.2.2) sur-expriment CD1d et/ou ont
une plus grande capacité a actigrivivo des cellules iINKT naivesa leur TCR. A cette fin, nous
comparerons les compartiments DC et monocytes/macrophages isolés des souris post-IR sauvage
et déficientes en 1133 en la présence ou I’absence de faibles doses du ligand a-GalCer. Nous
envisagerons des expériences de blocage de la présedtatiogenes endogénes par 1’utilisation

d’un anticorps monoclonal neutralisant CD1d.
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2. Schéma séquentiel hypothétique du recrutement des cellules immunitairemées en IR
rénale: mise en évidence d’une phase initiale ne requérant pas I’IL-33 suivie d’une phase

amplificatrice mettant en jeu I’IL-33

Un autre résultat important de notre travail repose sur notre mise en évidence de deux
phases successives de recrutement dans le rein de cellules immuno-inflammatoires induites pa
I’IR. Ces deux phases se distinguent par leur dépendance vis-a-vis de I’'IL-33. Cette conclusion a
été permise grace a notre étude comparative chez les souris sauvages et déficientes en IL-33 de
cinétiques de recrutement des différents compatts cellulaires d’intérét, issue de 1’analyse en
cytométrie en flux des infiltrats cellulaires constitués 3 heures, 6 heures et 24 heures post-IR.

La premiére phase comprise entre 3 a 6 heures suivant la reperfusion comprend un recrutemer
initial de PNN et de monocytes/macrophages qui ne requiert pas I’IL-33. En revanche, la seconde
phase observée au bout de 24 heures comprend un recrutement amplifié des mémes type

cellulaires accompagné de ceux des cellules INKT et NK, ébsdépendent tous de I’IL-33.

Phase d’induction. L’infiltration leucocytaire précoce est probablement médiée par ’action de
molécules chimio-attractantes libérées par les cellules endothéliales et épithéliales endommagées
Ce résultat coincide avec une augmentation significative des taux circulants des chimiokines
MCP-1/CCL2 et de MIP-2/CXCL2 chez les souris sauvages comme chez les souris déficientes en
IL-33. Les deux molécules MCP-1 et MIP-2 jouent un role crucial dans la réponse inflammatoire
en participant respectivement au recrutement des monocytes/macrophages et des PNN sur le sit
de lésion (Zouet al., 1999). Nous postulons que dans cette phase précoce, la production de
cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines par les cellules rénales endommagées ainsi que
par les cellules immunitaires résidentes est suffisante pour initier le recrutement des PMN et des
monocytes/macrophages mais pas des cellules INKT et NK.
A cet égard, soulignons que les taux sériques des chimiokines CCL5/RANTES, MIG/CXCL9 et
IP-10/CXCL10, connues pour participer au recrutement des cellules INKT (McEwen-Smith, Salio,
et Cerundolo, 2015) mais également a celui des cellules NK, sont bien augmentés au bout de
heures aprés la reperfusion, ceci tant chez les souris déficientes en IL-33 que chez les souri
sauvages. Ces données laissent donc bien penser que ces chimiokines ne sont pas suffisantes
elles seules pour recruter les cellules iNKT et NK dans notre modéle et qu’un autre facteur est
indispensable pour ce recrutem On pense a I’IL-33 car elle peut cibler ces cellules et a été
décrite dans la littérature comme chimio-attractive pour les leucocytes.
Phase d’amplification. Durant la deuxieme phase qui commence 24 heures apres la reperfusion,
I’IL-33 semble étre cruciale pour le recrutement des cellules INKT, des cellules NK, des PNN, des
167



monocytes/macrophages, des DC ainsi que pour la production d’ERO que nous présumons
résulter de ’amplification de ’infiltrat leucocytaire impulsé par 1’'IL-33.

De maniére intérasnte, I’'IL-33 est requise non seulement pour le recrutement des cellules INKT
dans le rein mais aussi pour leur production locale des cytokineg ¢ENHL-17A. Or comme
nous 1’avons déja évoqué, on attribue aux cellules iNKT productrices d’IFN-y le recrutement des
PNN au cours de I’IR rénale expérimentale (Li et al.,2007). De plus, I'IL-17A a également été
décrite comme une cytokine impliguée dans le recrutement des neutrophiles alLj 2010)
tandis que dans notre étude, nous montrons que la prodircgan des deux cytokines IFM-et
IL-17A au cours de I'IR rénale nécessite un signal apporté par 1’IL-33 pour optimaliser ces
productions par les cellules iNKT, lesquelles peuvent par ce mode d’action de I’IL-33 amplifier le
recrutement et les fonctions des PNN.
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Figure 28: Schéma séquentiel hypothétique du recrutement des cellules immunitaires innées en IR rénale :
mise en évidence d’une phase initiale ne requérant pas I’IL.-33 suivie d’une phase amplificatrice mettant en jeu
I’IL-33.

3. L’IL-33, unélément précoce d’adaptation cellulaire au cours de I’IR rénale ?

Comme nous ’avons précédemment décrit, la chute des concentrations d’O; tissulaire lors

de la phase d’ischémie provoque I’installation d’un environnement hypoxique. Ainsi ce
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microenvironnenent unique induit 1’activation des protéines d’adaptation au stress oxydant

comme les protéines HIF.

La relation entre la libération de 1’alarmine IL-33 et I’expression de HIF-1a aprés IR n’a pas
encore été recherchée au niveau rénal. Cette question mérite pourtant une attention particuliére <
I’on considére qu’un axe IL-33/HIF-1o apu étre proposé en situation inflammatoire chez I’homme
lors de la polyarthrite rhumatoide, soit une maladie caractérisée par une hypoxie tissulaire, un
infiltrat de cellules inflammatoires et une hyperplasie des fibroblastes synofaguxe(29) (Hu
et al.,2013). Les auteurs ont montré qu’un traitement des fibroblastes synoviaux par I’IL-33
favorise leur expression de HIk- tandis que 1’inhibition de leur expression d’IL-33

s’accompagne d’une diminution des taux de HIF-1a.

Polyarthrite rhumatoide

X
<> — >
|
\ “ @ST2

Fibroblastes
synoviaux

IL-33

Figure 29 : Axe IL-33/HIF-1a dans la polyarthrite rhumatoide.

Nous avons realisé une analyse transcriptomique du tissu rénal par RT-qPCR a différents temps d
reperfusion, pouHif- /a et son gene cibl®egf. Comme attendu, une augmentation significative

des taux de transciitif- /o a été observée chez les souris sauvages apres 24 heures d’IR (Figure

30). De maniere frappante, cette augmentatiorHdel/a n’a pas été retrouvée chez la souris
déficiente en IL-33uggérant I’existence d’un axe HIF-1a/IL-33 en IR rénale. Il reste a confirmer

ce phénoméne au niveau protéique par western-blot en comparant les tissus rénaux des souri
sauvages et déficientes en IL-33. Nous souhaiterions aussi modtéliseo ce phénoméne en

mettant en culture des cellules rénales en situation d’hypoxie/réoxygénation. Nous rechercherons
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en particulier dans ce contexte si les expressions transcriptomique et protéique ldesbiE-
modifiées apres tubation des cellules épithéliales tubulaires en présence d’IL-33 ou bien encore

de cellules endothéliales traitées avesidRN ciblant ’IL-33.
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Figure 30 : Analyse des transcritHif- 1a et Vegf aprés IR rénale chez la sourisDes reins contrdles ou

ayant subi la séquence d’IR rénale (32 minutes) provenant de souris sauvages ou déficientes en IL-33, ont
été broyés, leurs ARNm extraits puis analysés par RTqQPCRHieds (A, B) etVegf (C, D) & 1 heureA-

C) et 24 heuresB, D) aprés la reperfusion. Les souris Sham sont soumises a la méme procédure
chirurgicale a I’exception du clampage du pédicule rénal.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (5/grdujaellyse statistique a été réalisée a I’aide du

test One-way ANOVA. n.s : non significatif. *p<0.01; ***p<0.001.

En situation hypoxique, faisant suite a ’induction de I’expression de HIF-1a et a la séquence de
reperfusion, la cellule met en place un arsenal antioxydant qui comprend 1’enzyme HO-1 pour

faire face au stress oxydant et s’adapter a son nouvel environnement.

De maniére intéressante, a l’image de Hif-/a, un taux du transcrit intra-rénal deo-1
significativement augmenté a pu étre mis en évidence chez les souris sauvages 24 heures aprés
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séquence d’IR. Chez la souris déficiente en IL-33, cette augmentation a aussi été observée mais a
un niveau significativement moins élevé que chez la souris sauvgee 31). L’ensemble de
ces données indique que I'IL-33 pourrait contribuer indirectement mais précocément a

I’adaptation cellulaire aux variations des concentrations d’O- tissulaire durant I’IR rénale.
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Figure 31: Analyse des transcrits deHo-1 apres IR rénale chez la sourisDes reins contrdles ou ayant
subi une séquence d’IR rénale (32 minutes) provenant de sauvages ou déficientes en IL-33, ont été broyés,
leurs ARNm extraits puis analysés par RTqPCR ptmil a différents temps de reperfusion : 1 heévg;(

3 heures B) ; 6 heures @) et 24 heuresY). Les souris Sham sont soumises a la méme procédure
chirurgicale a I’exception du clampage du pédicule rénal.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (5/grdujaellyse statistique a été réalisée a I’aide du

test One-way ANOVA. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

4. |L-33 dans la réparation tissulaire et la fibrose interstitielle ?

Dans la premiéere partie de notre introduction générale, nous avons évoqué la capacité des
cellules tubulaires a se régénérer apres un stress cellulaire comme celui induit par la séquence d’IR
rénale ainsi que lors de la mise en place du processus de fibrose tissulaire le cas échéant. De
facteurs solubles comme I’IL-6, I’'IL-13, le TGFB, le VEGF et HMGB1 sont impliqués dans

I’activation des fibroblastes et dans le développement et la progression de la fibrose (Kendall et
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Feghali-Bostwick, 2014). En IR associée a la transplantation rénale, la fibrose conduit a un
dysfonctionnement global du greffon et & son rejet. Nous avons donc recherché dans notre modele
expérimental la contribution de I’'TL-33 dans la fibrogénése en analysant le dép6t de collagene
interstitiel dans leigsu rénal 30 jours aprés la séquence d’IR chaude. A ce stade, les souris
sauvages ayant survécu ont développé une fibrose tubulo-interstitielle modérée et quasi inexistante
chez les souris déficientes en IL-33, lesquelles étaient protégées du processus de fibrose. Ainsi
nos résultats suggerent que la perte en IL-33 améliore la fonction rénale apres une lésion
ischémique, mais ralentit aussi le développement d’une fibrose interstitielle au niveau rénal.

Il est cependant fortement probable que ce résidfginde fortement de la durée d’ischémie. La

durée de 32 minutes que nous avons choisie est considérée dans la littérature comme modéré
permettant a la fois d’évaluer la survie des animaux, la réparation tissulaire et le développement de

la fibrose. Nouspostulons que pour révéler un possible réle de I’'IL-33 dans la réparation
tissulaire/fibrose, il serait nécessaire de tester des durées d’ischémie plus courtes, moins pro-
inflammatoires. Par ailleurs, il parait important d’examiner 1’expression du récepteur ST2 a la
surface des cellules intra-rénales impliquées dans les processus de fibrose et réparation tissulaire
a savoir les cellules tubulaires, les péricytes, les fibroblastes et aussi les macrophages M2. Une
fois I’expression de ST2 mise en évidence, une modeélisatioin vitro permettrait de déterminer si

ces cellules en réponse a I’'IL-33 sont capables de secréter les médiateurs impliquées dans la
fibrose et/ou la réparation tissulaire, et si elles sont capables de suivre une transition épithélio-
mésenhymateuse, laquelle est essentielle dans le maintien de I’homéostasie tissulaire apres stress

cellulaire.

5. L’IL-33, une cytokine en IR rénale ?

L’ensemble de nos données a montré une libération de I’IL-33 en tant qu’alarmine
responsable de I’activation du systeme immunitaire inné et dont la conséquence est la genese de
Iésions ischémiques précoces. Dans notre étude, nous n’avons cependant pas exploré 1’'IL-33 en
tant que cytokine qui probablement relaie I’alarmine.

Néanmoins, nous avons noté dans nos analyses une activité transcriptionnelle ditBg&ue
débute aprés 3 heures de reperfusion et qui persiste a 6 a 24 kegues 32) tandis qu’au bout
de 7 a 30 jours, le stock protéique intéaal d’IL-33 est apparu entierement régénéré dans les

cellules interstitielles du reirF{gure 33).
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Figure 32 : Analyse des transcrits IL-33 apres IR rénale chez la souriBes reins contréles ou ayant
subi une séquence d’IR rénale (32 minutes) provenant de souris sauvages ont été broyeés, leurs ARNm
extraitspuis analysés par RTqPCR a différents temps de reperfusion. La néosynthese de I’'1L-33 débute 3
heures aprés la séquentiR rénale (A) et se poursuit a 6 heurdB) (et 24 heures post-IRC]. Les souris
Sham sont soumises a laméprocédure chirurgicale a I’exception du clampage du pédicule rénal.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (5/grdujpellyse statistique a été réalisée a I’aide du
test One-way ANOVA. *p<0.05 et ***p<0.001.

J7 post-IRI J30 post-IRI

Figure 33: Expression de I’'IL-33 intra-rénale par immunofluorescence J7 et J30 apres IR rénale
chez la souris.Des reins provenant de souris ayant subi la séquence d’IR rénale ont été analysés par
technique d’immunofluorescence. Le stock nucléaire d’IL-33 est restauré au niveau interstitiel au bout de 7
jours A) et 30 jours B) post-IRI. Observation de 3 souris/groupe. IL-33 (en rouge), marqueur endothélial
CD31 (en vert) et marqueur DAPI des noyaux (en bleu).

D’apres la littérature, c’est principalement au sein des cellules hématopoiétiques en situation
inflammatoire, en particulier des monocytes/macrophages (€teio 2009), des DC (Yanagawa
et al.,2011) ou des mastocytes (Shimokaatval.,2017)que 1’IL-33 est inductible, pouvant étre

néosynthétisée et agir de maniére autocrine/paracrine comme une cytokine.
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Il n’est pas documenté si les cellules hématopoiétiques CD45(+) en situation de stress ischémique
constituent une source protéique importante d’IL-33 in vivo. Il serait de ce fait intéressant de
rechercler si une expression inductible de 1’IL-33 est retrouvée dans le systeme hématopoiétique
rénal aprés IR chaude et d’identifier sa source cellulaire, ceci en prenant appui sur le systéme

LacZ des souris IL-33°"

Nous présumons que c’est a travers les mécanismes de réparation tissulaire et/ou de la mise en
place de la fibrose interstitielda ses fonctions immunorégulatrices que I’'IL-33 pourrait agir
comme une cytokine. En effet, en situation chronique d’inflammation pulmonaire induite par la
bléomycine il a été montré un role de I’IL-33 dans la polarisation M2 des macrophagiegur
production d’IL-13 et de TGH. De plus, I’'IL-33 semble induire I’expansion des ILC2 et la
production d’IL-13 in vitro etin vivo (Li et al., 2014) Dans ce mode¢le, I’IL-33 a été identifiee
comme cytokine impliquée dans I’initiation et la progression de la fibrose pulmonaire de maniéere
dépendante de ST2 et des macrophagest(al.e2014) En tant que cytokines, I’IL-33 agirait

aussi sur les populations de cellules Treg connues pour leur potentiel immunosuppresseur. Ainsi,
dans un modéle animal d’inflammation du colon médié paHelicobacter hepaticus’I1L-33
participe a la différenciation des cellules Treg CD4(+)ST2(+) du colon, au maintien de leur
expression de FoxP3 mais ausslear homéostasie au niveau du site de I’inflammation, en
présence de TGE4n vitro etin vivo, contrdlant ainsi la réponse inflammatoire (Schieen@l.,

2014) De plus, I’équipe de Turnquist a montré que les DC stimulées par la cytokine IL-33
sécrétent I’[L-2, participant ainsi a [’expansion sélective des cellules Treg
CD4(+)FoxP3(+)ST2(+) suppressives (Madtal.,2014).

Sur la base de ces données de la littérature, il serait donc intéressant de déterminer, dans nott
situation expérimentale, si I’IL-33 participe au shift M1-M2 des macrophages, a la modulation des

fonctions Treg apres IR rénale et de rechercher la place des ILC2 dans notre modéle.

6. L’IL-33 comme cible thérapeutique en IR rénale associée a la transplantation

Nos résultats, en montranne augmentation trés rapide, dés 1 heure, de 1’IL-33 dans le
sang circulant des souris ayant subi une séquence d’IR rénale, font de I’'IL-33 un candidat
pertinent comme biomarqueur de la souffrance tissulaire induite par les séquences d’IR, lesquelles
st inhérentes a la transplantation d’organe.
6.1. L’IL-33, unpotentiel biomarqueur en transplantation rénale chez I’homme ?

Nos données antérieures du laboratoire avec 1’étude menée par Thierry et al., sur une
cohorte de patient transplantés rénaux ont révélé des niveaux significativement élevés de HMGB1
et d’IL-33 dans les urines des patients au décours immédiat de la transplantation rénale (dés 3
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heures). Cette augmentation dans les urines d’IL-33 qui était corrélée avec la durée d’ischémie

froide suggée une libération par les greffons ayant subi les événements d’IR. Cette libération

précoce de 1’alarmine IL-33 s’accompagnait d’une augmentation sérique et urinaire de sST2 ainsi

que d’une augmentation de 1’activité transcriptionnelle du récepteur ST2L au sein des leucocytes
périphériques. De maniéere intéressante, une activation rapide des cellules INKT attestée par la
surexpression du marqueur CD69, dés 3 heures aprés la transplantation rénale, a été observé
suggérant une activation médiée par I’action de 1’IL-33 sur les cellules iNKT (Thierrgt al.,

2014).

Ces données permettent d’entrevoir I’IL-33 comme un biomarqueur prédictif de 1’atteinte rénale.

Pour valider cette hypothése il serait important de mettre en place une large étude prospective ave
des biopsies, a un mois et a un an paskplantation, et des dosages d’IL-33 dans les liquides
biologiques dans le but de rechercher une corrélation entre la libération d’alarmine, la fonction

rénale ainsi que la fibrose interstitielle. Cette étude pauwafirmer ou non 1’utilisation de 1’IL-

33 comme facteur pronostique de la reprise différée de fonction rénale.

6.2. Neutralisation de I’'IL-33

L’ensemble de nos résultats nous permet d’envisager une perspective plus lointaine qui
réside dans le développent de nouvelles approches thérapeutiques visant a moduler 1’action des
alarmines ou qui seront capables d’agir sur le systeme immunitaire pour atténuer les lésions d’IR
rénale.
Notre démonstration de 1’implication de la voie de signalisation IL-33/ST2 en IR rénale étant
nouvelle, elle ne fait bien slr pas encore 1’objet d’essais thérapeutiques chez ’homme. Il est
essentiel de valider le ciblage thérapeutique de cette voie dans des expériences utilisant de:
modeles animaux d’IR rénale. Prenons a titre d’exemple 1’étude de Yin et al., dans laquelle
I’injection chez la souris d’une molécule de fusion purifiée associe le sST2 et un fragment Fc
d’une IgG1 humaine (sST2-Fc) avant la séquence d’IR hépatique. Ce traitement protége le foie
des 1ésions d’IR (Yin et al.,2006). De la méme maniére, 1’administration in vivo du sST2-Fc 10
minutes avant le déclampage de I’artére mésentérique dans un modéle murin d’IR intestinale,
réduit les Iésions histologiques et la production de tNE-niveau du tube digestif (Fagundes et
al., 2007).
La protéine IL33 peut également étre inhibée par 1’utilisation d’anticorps neutralisants. Ainsi,
dans un mod¢le murin d’insuffisance hépatique induite par la concanavaline A, le blocage des
fonctions biologiques de I’'IL-33 par un anticorps polyclonal dirigé contre 1I’'IL-33 inhibe
I’activation des cellules iNKT (Chen et al.,2012).
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De telles approches constituent une piste thérapeutique potentielle ciblant I’IR rénale qui mérite

d’étre entreprise.

6.3. Modélisation sur gros animal du role de I’'IL-33 et IR rénale aprés transplantation
d’organe

Les résultats prometteurs observés dans les études expérimentales d’IR rénale portant sur
le petit animal restent peu transposables en clinique humaine. Ces études ne prennent pas e
compte les animaux qui décédent en cours d’opération, les problemes d’alloréactivité conduisant
aux rejets de greffe, ni méme les facteurs liés a la mort encéphalique ou de co-morbidité du
donneur de @iffon. Dans ces modeles, ’absence d’ischémie froide et de traitements
immunosuppresseurs constitue un autre probleme rendant difficile la transposition en clinique
chez ’homme. De plus, la disparité¢ des systémes immunitaires entre 1’homme et la souris
constitue une autre limite des modeles murins.
L’ensemble de ces contraintes vient renforcer 1’idée de 1’'importance de la mise en place de
modeles expérimentaux de greffe rénale utilisant le gros animal. Des modéles d’auto-
transplantation rénale porcin existent et sont développés au sein de notre unité INSERM U1082.
Ces modeles permettraient d’étudier les variations d’expression intra-rénale de 1’alarmine 1L-33 et
de son récepteur ainsi que I’infiltrat inflammatoire aprés reperfusion et de confirmer 1I’implication
de I’axe IL-33/INKT chez le porc. Nous pourrions envisager plusieurs travaux a partir de ces
modeles d’auto-transplantation rénale comme 1’analyse de la fréquence et du phénotype des
cellules iNKT circulantes et recrutées dans le rein greffé airstepudosages d’IL-33 dans ses
formes circulante et urinaire a différents temps aprés IR. Ce dernier point nécessitera la mise en

place eta validation de méthodes de dosage de I’'IL-33 porcine.
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Conclusion générale
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Conclusion générale

La compréhension des mécanismes immunologiques intervenant au cours de 1I’IR rénale
constitue un enjeu scientifique et thérapeutique important.
Pris dans leur ensemble, les résultats de ce travail de thése permettent de mettre en avant le rd
essatiel de I’alarmine IL-33 dans D’activation et le recrutement des cellules du systéme
immunitaire inné, en particulier des cellules iINKl cours de I'IR rénale, et par voie de
conséquence dans la genese des lésions rénales post-ischémiques.
Ce travail, @ contribuant ainsi a une meilleure compréhension des processus impliqués dans I’IR
rénale, devrait aussi servir de base a de futures études précliniques de greffe nériale &ia
recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a moduler les signaux de danger et leul
cellules immunitaires cibles dans le but d’améliorer la reprise de fonction et d’atténuer les 1ésions
tissulaires aprés IR rénale, lesquelles sont susceptibles de déterminer la survie a long-terme dt

greffon.
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