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Les phosphatidyl-myo-inositol mannosides sont des précurseurs biosynthétiques de

lipoarabinomannanes et lipomanannes qui sont des composants de la paroi des bactéries du genre

Mycobacterium. Les phosphatidyl-myo-inositol dimannosides (PIM2) et hexamannosides (PIM6) sont

les deux formes les plus abondantes de PIM chez les M. tuberculosis et M .bovis (BCG). La synthèse

complète des différents PIMs a été rapportée. Nous avons déjà démontré que les fractions de PIM6 ont

une activité inhibitrice sur la production de cytokines pro-inflammatoires induites par le LPS dans des

macrophages primaires. L’activité inhibitrice des PIMs est également retrouvée avec des PIMs

synthétiques.

Nous nous sommes intéressés au mode d’action de ces molécules : tout d’abord en étudiant la

possibilité d’une activation alternative des macrophages et en étudiant également les voies de

signalisation intracellulaire impliquées dans cette inhibition.

Dans un deuxième temps nous avons suivi l’interaction PIM2 – macrophage grâce à deux

PIM2 traceur, l’un couplé à une biotine et l’autre à une molécule de TRITC.

Enfin nous avons déterminé les propriétés anti-inflammatoires de différents analogues de

PIM2 in vitro sur des cultures de macrophages stimulées au lipopolysaccharide, puis in vivo dans un

modèle de challenge modéré au lipopolysaccharide chez la souris.

L’activité anti-inflammatoire des PIM en réponse au LPS pourrait être une thérapie

intéressante pour bloquer les réponses aux endotoxines, diminuer l’expression des cytokines dans le

cadre des chocs toxi-infectieux, et peut être plus largement dans d’autres pathologies inflammatoires.

Mots-Clés : Phosphatidyl-inositol mannosides ;  Analogues synthétiques de PIM2 ; Agent anti-
inflammatoire ; Lipopolysaccharide ; TLR4 ; Mycobactéries.
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Introduction

I Le système immunitaire

Le système immunitaire permet à l’organisme de se protéger contre les infections
dues aux microorganismes tels que les virus, bactéries, champignons ou parasites. Chez les
vertébrés, il est constitué de deux parties : l’immunité innée et adaptative, qui joue un rôle
important dans l’élimination des pathogènes chez les mammifères. (1-3)

I - 1 L’immunité innée

L’immunité innée est la première ligne de défense de l’organisme, les cellules qui la
composent sont des granulocytes, macrophages, cellules dendritiques, neutrophiles,
basophiles, mastocytes, éosinophiles et les cellules  NK. La réponse immunitaire innée est
précoce, rapide et immédiate, elle a lieue  dans les 4 heures suivants la reconnaissance de
l’agent pathogène. Les cellules impliquées dans l’immunité innée portent à leur surface des
récepteurs, en configuration germinale, permettant de détecter et de reconnaitre des motifs
constitutifs et conservés des agents pathogènes. Charles Anderson Janeway en 1989 posait
les bases du concept de récepteurs de reconnaissance de motifs (Pattern Recognition
Receptors : PRRs) motifs associés aux pathogènes (Pathogen-Associated Molecular Patterns :
PAMPs), les PRRs reconnaissant des PAMPs spécifiques de chaque pathogènes, exprimés sur
les cellules de l’immunité innée et discriminant les structures du soi et du non soi (4).

Les récepteurs de reconnaissance de motifs associés aux pathogènes (PRRs)
Chez les mammifères il existe plusieurs groupes de PRRs, les récepteurs Toll-like

(TLRs), les récepteurs  RIG-I (retinoic acid-induced gene I) (RLRs),  les récepteurs NOD-like
(NLRs), les lectines de  type C (CLRs) ainsi qu’une autre voie dont le récepteur n’est pas
identifié qui lie les ADN doubles brins de virus, bactéries ou de cellules endommagées .

Ces récepteurs sont des « senseurs » cellulaires qui ont deux fonctions :
1) discriminer les structures du soi et du non soi
2) promouvoir une réponse contre l’agent pathogène.

I – 1–  1 Les TLRs
Les TLRs sont conservés au cours de l’évolution, des homologues sont retrouvés chez

les mammifères, les plantes et les insectes. La protéine  « Toll » a d’abord été identifiée chez
la drosophile, grâce à un mutant dont la susceptibilité aux infections fongiques était
augmentée (5). L’équipe d’Hoffman a ensuite démontré que le récepteur Toll était
responsable de la détection du champignon et de la réponse de l’hôte (6) puis un  homologue
a été découvert chez l’homme. Aujourd’hui il existe 13 membres de la famille des TLRs,
chacun reconnaissant des motifs différents des agents pathogènes. Les TLR1 à 9 sont



communs entre l’homme et la souris, alors que le TLR10 n’est fonctionnel que chez l’homme.
Les TLR11 à 13 ne sont exprimés que chez la souris (7, 8, 9).  Les TLRs sont largement
exprimés sur les cellules du système immunitaire : les cellules présentatrices d’antigènes,
macrophages, cellules dendritiques mais aussi sur les neutrophiles, les lymphocytes B, les
cellules épithéliales et endothéliales (10-14).

Les TLRs sont des protéines transmembranaires de type I constituées de trois
domaines :

1) un domaine extracellulaire riche en leucines
2) un domaine transmembranaire
3) un domaine  Toll/Interleukine-1 receptor (TIR) cytoplasmique.

 La reconnaissance du ligand par le TLR est médiée par le domaine extracellulaire possédant
un domaine riche en leucine (LRR) composé de 16-28 copies du motif  riche en
leucine « xLxxLXLxx ». (15) Des analyses structurales et biochimiques indiquent que les TLR
forment des hétéro ou homodimères (ex TLR1/TLR2, TLR2/TLR6, TLR3/TLR3 et
TLR4/TLR4), ce qui facilite probablement la dimérisation du domaine cytoplasmique et  la
signalisation intracellulaire (15).

Les TLRs sont divisés en 2 sous-groupes différenciés selon la localisation
extracellulaire ou intracellulaire du TLR, ainsi que part la nature du PAMPs qu’ils
reconnaissent.  Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 et TLR11 sont localisés à la surface des
cellules  et reconnaissent des composants de membranes microbiennes comme les lipides, les
lipopeptides et protéines. Alors que TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont intracellulaires et
exprimés dans des endosomes, lysosomes ou le réticulum endoplasmique où ils
reconnaissent les acides nucléiques microbiens.

I – 1 –  2  PAMPs et TLRs

a. Les TLRs extracellulaires

TLR1 et TLR2 jouent un rôle important dans la reconnaissance du lipopeptide
synthétique, (N-palmitoyl-S-dipalmitoylglyceryl)3 Cys-Ser(Lys)4 (Pam3CSK4) et de la
lipoprotéine de surface du pathogène Borrelia burgdorferi, la protéine de surface A (OspA) (16,
17). TLR6 en hétérodimère avec TLR2 participe à la reconnaissance de la lipoprotéine de 2kD
produite par les macrophages activés par les mycoplasmes (18). TLR2 est également essentiel
pour la reconnaissance du peptidoglycane, le lipomananne (LM) et le lipoarabinomanose
(Ara-LAM) de mycobactéries à croissance rapide, le zymosan des champignons,  le tGPI-
mucin de Trypanosoma cruzi ou la protéine hémagglutinine (1). TLR4 reconnait le



lipopolysaccharide (LPS) des bactéries gram négatif. TLR5 et TLR11 reconnaissent des
protéines provenant de bactéries ou de parasites. TLR5 est essentiel pour la reconnaissance
du composant des bactéries flagellées, la flagelline, qui est nécessaire à la mobilité
bactérienne (19). TLR11 reconnait une molécule dérivée de Toxoplasme, la profiline qui
induit la production d’interleukine 12 (IL-12). La profiline joue un rôle important dans la
mobilité du parasite et l’invasion de la cellule hôte (20, 21).

b. Les TLRs intracellulaires

TLR9 est responsable de la reconnaissance de l’ADN CpG non méthylé, il reconnait
également les ADN des virus herpès simplex de type 1 et 2, et le cytomégalovirus murin
(MCMV) (1). Les ARN sont aussi des ligands des TLRs. TLR3 reconnait un analogue
synthétique d’ARN double brin, l’acide polyinosinic-polycytidylic  (poly I:C) ainsi que les
ARN double brin dérivés de Réovirus, Encéphalomyocarditis virus (EMCV), Respiratory
Sintical virus (RSV) ou West Nile virus (WNS) (1).  TLR7 reconnait les ARN simple brin
riches en guanosine ou en uridine dérivés du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) et
du virus influenza (22, 23). TLR7  reconnait également des nucléosides de faible poids
moléculaire analogues de l’imidazoquinoline, comme l’imiquimod et le resiquimod (R-848)
qui sont des ligands synthétiques (24, 25).

I – 1 –  3 TLR4 et le lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide est un composant fortement exprimé sur les parois  cellulaires
de bactéries Gram négatives, il joue un rôle crucial dans le maintien de la structure et
l’intégrité fonctionnel de la membrane externe de ces bactéries (26). La structure du LPS est
conservée. Il est composé de 3 parties : le lipide A, le corps hydrophile et la chaine O. Le
lipide A est fortement hydrophobe et est responsable de l’activité endotoxique de la
molécule entière de LPS. Le lipide A est inséré dans la partie externe de la membrane externe
de la paroi bactérienne. La chaîne O hydrophile apporte à la bactérie une protection contre
les antibiotiques hydrophiliques et les protéines du complément. C’est une région variable,
elle est aussi nommée antigène O, elle permet de différentier environ 170 types d’Escherichia
Coli. Il existe plusieurs formes de LPS. Le « rough » (R-) LPS qui provient de bactéries portant
une mutation au niveau du gène impliqué dans la synthèse et l’attachement de la chaine O,
et donnant des colonies de type « rough », d’aspect rugueux. Le (S-) LPS provient de
bactéries formant des colonies de type « smooth », d’aspect lisse.

TLR4 est le récepteur impliqué dans la réponse au LPS, il a d’abord été identifié grâce
a des études génétiques sur des souris mutantes C3H/HeJ qui ont une insensibilité au LPS,
et possèdent une mutation autosomale récessive sur le locus lps (27, 28). TLR4 interagit avec
la protéine MD2  (Myeloïd differentiation 2) de manière constitutive, ce complexe est formé



dans le réticulum endoplasmique puis exprimé à la surface cellulaire. Dans le complexe
TLR4/MD2, cinq des six chaînes lipidiques du LPS lient la poche hydrophobique de MD2, et
la dernière chaine exposée à la surface de MD2 associe le TLR4 (29, 30). Le résultat de ces
liaisons forme un récepteur multimérique composé de deux complexes TLR4-MD2-LPS qui
initient la transduction du signal. D’autres protéines comme la LBP (LPS-binding protéine)
ou CD14 sont impliquées dans la liaison du LPS (31). LBP est une protéine soluble
plasmatique qui lie le LPS. Le CD14 est une ancre GPI, récepteur lié à la membrane par un
glycosylphosphatidylinositol (GPI), qui peut également exister sous forme soluble relarguée
par les cellules. La LBP lie le LPS et le dirige vers CD14, qui lie la LBP-LPS grâce à son
domaine extracellulaire LRR. Ce complexe va emmener le LPS aux récepteurs  complexés
TLR4/MD2. Les protéines adaptatrices : MyD88 (Myéloid differrentitaion primary response
protein 88), MyD88/TIR domain-containing adaptator molecule (Mal/TIRAP) ou TRAM
(TRIF-related daptator molecule) et TRIF  (TIR domain-containing adaptator protein
inducing interferon-_) sont ensuite recrutées au niveau du domaine TIR de TLR4. Une
cascade de signalisation se met en place permettant de distinguer deux voies : l’une rapide
(via MyD88) et l’autre tardive (via TRIF). L’activation de la cascade de signalisation via
MyD88, entraîne l’activation des facteurs de transcription NF-_B (nuclear factor-kappa B) et
AP-1 qui induisent l’expression de différents gènes codant, pour des cytokines pro-
inflammatoires (TNF_, IL-6, IL-12) et des interférons de type I (IFN _ et _). L’activation de la
voie TRIF, voie tardive, passe par la formation d’endosomes précoces induisant également
l’activation des facteurs de transcription NF-_B/AP-1 et  IRF3 (Interferon Regulatory Factor
3).

L’activation des cellules du système immunitaire inné via le système TLRs/PAMPs
aboutit à la mise en place d’une réponse spécifique contre l’agent pathogène pour permettre
son élimination, passant par la production de cytokines pro-inflammatoires et d’interférons,
entraînant la mise en place de l’inflammation. Mais celle-ci peut également être détournée
par des petites molécules comme les PIMs provenant de la paroi de Mycobacterium.

I – 1 –  4 Les  PIM (phosphatidyl-myo-inositol mannosides) et TLR.

Les macrophages sont, avec les cellules dendritiques, les premières cellules entrant en
contact avec les mycobactéries au niveau pulmonaire. Ils ont un rôle essentiel. En effet, la
reconnaissance et la phagocytose des mycobactéries entraînent la sécrétion de cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires, l'expression de molécules de costimulation, et la production
d'oxyde nitrique qui a une activité anti-microbienne. Les macrophages et cellules
dendritiques ayant phagocytés les bactéries transportent ensuite les antigènes microbiens du
site de l'infection jusqu'aux ganglions lymphatiques, et permettent l'induction de la réponse
immunitaire adaptative médiée par les lymphocytes T.

Les phosphatidyl-myo-inositol mannosides (PIM) sont des précurseurs



biosynthétiques de lipoarabinomannanes (LAM) et lipomanannes (LM) qui sont des
composants de la paroi des bactéries du genre Mycobacterium.

Les composants de la paroi des mycobactéries, LAM, LM et PIM (Figure 6), sont
reconnus par différents types de récepteurs dont les TLRs (32-35), et les lectines de type C
comme le récepteur au mannose et le DC-SIGN/CD209 (Dentritic Cell-Specific Intercellular
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin)  importants pour la liaison et l’internalisation
de M.tuberculosis par les cellules dendritiques humaines (36-38). Notre équipe a mis en
évidence les effets pro-inflammatoires du LM de mycobactérie dépendants de TLR2, MyD88
et indépendants de TLR4 et TLR6 (39). Cependant le LM peut également exercer une activité
inhibitrice sur la réponse des macrophages vis à vis du LPS.  Les fractions de LM tri et tétra-
acylées induisent la stimulation des macrophages passant par TLR2, TLR4 et MyD88 (40)
alors que les LM di-acylés inhibent la production de cytokines induites par le LPS de
manière indépendante de TLR2, de SIGN-R1 et du récepteur au mannose (41).

 Les phosphatidyl-myo-inositol dimannosides (PIM2) et hexamannosides (PIM6) sont
les deux formes les plus abondantes de PIM chez les M. tuberculosis et bovis (BCG). La
purification et la caractérisation chimique et moléculaire des PIMs révèlent 4 formes
majeures acylées (Figure 6): monoacylées, lyso-PIM, diacylées PIM, triacylées Ac1PIM et
tétraacylées Ac2PIM pour les deux PIM2 et PIM6 (42, 43). La synthèse complète des
différents PIMs a été rapportée (44-47). Les fractions purifiées de PIM6 inhibent la sécrétion
de NO et de TNF_ induite par le LPS dans des macrophages primaires. Nous avons montré
que  cette inhibition est dépendante de leur degré d’acylation, le lyso-PIM6 étant le moins
efficace. Cette inhibition est indépendante de TLR2 (48). L’activité inhibitrice des PIMs est
également retrouvée avec des PIMs synthétiques tels que le PIM1 et le PIM2 mimétique, le
PIM2 mimétique apparaissant plus efficace que le PIM1 (48). L’étude des deux voies de
signalisation de TLR4, voie rapide via MyD88, et tardive via TRIF, chez des macrophages
déficients pour l’une ou l’autre des molécules adaptatrices montrent que le PIM1
synthétique inhibe les deux voies de signalisation (48). L’inhibition de la translocation de NF-
_B au niveau du noyau cellulaire est également observée en présence des PIMs synthétiques.
L’activité inhibitrice des PIMs synthétiques sur la réponse au LPS n’est pas dépendante du
récepteur au mannose, de SIGN-R1 et CD1d, cette activité inhibitrice a également été
observée avec d’autres agonistes de TLR4 : lipide A synthétique, H37LM, Taxol (48, 49).
Enfin l’activité inhibitrice du PIM 1 synthétique et d’analogues de PIM2 sur la réponse au S-
LPS est dépendante de CD14 pour la production du TNF_, mais indépendante de CD14 pour
l’inhibition de la synthèse de l’IL-12 (49).

I - 2 L’immunité adaptative

L’immunité adaptative, qui n’existe que chez les vertébrés, est basée sur des
récepteurs générés par des mécanismes somatiques durant l’ontogénèse de chaque



organisme. Elle s’organise dans un second temps après quelques jours d’infections, et
conduit à l’expansion clonale des cellules lymphocytaires T (LT) et B portant des récepteurs
spécifiques des antigènes du pathogène rencontré. Schématiquement l’immunité adaptative
a deux composantes : une humorale impliquant les lymphocytes B, qui aboutit à la
production d’anticorps spécifiques dirigés contre le pathogène infectieux aidant à son
élimination et une cellulaire qui, grâce aux lymphocytes T CD8 ou CD4, entraîne
l’élimination du pathogène.

L’immunité adaptative requiert des signaux d’informations concernant l’origine du
pathogène et le type de réponse qu’il est nécessaire de mettre en place. Ces signaux lui sont
apportés par le système immunitaire inné. Ce sont les macrophages et les cellules
dendritiques qui vont présenter les antigènes au niveau des organes lymphoïdes secondaires
et induire la réponse immunitaire adaptative.

II L’inflammation

La réaction inflammatoire est une réaction de défense de l’organisme mise en place
lorsque celui-ci  subit une agression physique ou traumatique, ou une infection.
Elle a pour but de faciliter l’élimination de l’agent pathogène dans le cadre d’une infection
ou d’induire la réparation des tissus lésés lors d’un  traumatisme.

Elle se déroule en trois étapes
i) initiation
ii) amplification
iii) cicatrisation.

Lors de la phase d’initiation, il y a reconnaissance du danger par les premières
cellules en place : les polynucléaires ou les monocytes/macrophages. Les PRRs participent à
cette phase de reconnaissance et d’initiation de la réaction inflammatoire lors de l’entrée de
microorganismes tels que les virus, bactéries, champignons ou parasites, à la surface
desquels ils vont reconnaitre un certain nombre de PAMPs. Dans le cas d’un traumatisme,
comme une plaie vasculaire, ce sera le système de coagulation qui sera impliqué. Quatre
systèmes de protéines plasmatiques sont impliqués dans la phase d’initiation : le système de
coagulation, de fibrinolyse, du complément et de contact. La réaction inflammatoire aboutit à
une augmentation de la perméabilité vasculaire, ainsi qu’à l’attraction et à l’activation des
cellules de l’inflammation. La perméabilité vasculaire, la vasodilatation, l’exsudation
plasmatique sont responsables des 4 caractéristiques de l’inflammation : la rougeur, la
chaleur, le gonflement et la douleur.

Lors de la phase d’amplification, l’augmentation de la perméabilité vasculaire, la
synthèse de facteurs chimiotactiques, l’expression de molécules d’adhésion par les cellules



endothéliales, entraînent la migration des leucocytes, pour permettre l’élimination de l’agent
pathogène. Les premières cellules qui arrivent sur le site inflammatoire sont les
polynucléaires, puis les monocytes/macrophages. Les macrophages peuvent phagocyter,
libérer des enzymes et radicaux libres cytotoxiques, synthétiser des cytokines pro-
inflammatoires dont l’IL-1, le TNF_ et  l’IL-6.

Pendant la phase de cicatrisation, les débris cellulaires sont phagocytés. La réponse
inflammatoire se termine grâce à la régulation négative induite par des cytokines anti-
inflammatoires, comme l’IL-10 et le TGF_, produites par les cellules épithéliales et les
monocytes /macrophages. Ces cytokines anti-inflammatoires vont permettre de diminuer la
synthèse des cytokines pro-inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires peuvent
également être bloquées par la présence de récepteur soluble pour le TNF_ ou par la
présence d’IL-1Ra, antagoniste qui se fixe sur le récepteur de l’IL-1 sans induire de réponse.
Les fibroblastes vont ensuite œuvrer pour la cicatrisation.

III Les macrophages

Les macrophages ont été décrits par Elie Metchnikoff, comme étant des cellules
phagocytaires responsables de l’élimination des pathogènes et dont les fonctions sont
conservées dans beaucoup d’organismes, vertébrés et invertébrés.  Ils proviennent des
cellules de la moelle osseuse, à partir  de laquelle ils sont relargués dans la circulation
sanguine sous forme de monocytes qui vont infiltrer les divers organes de l’organisme.
Après avoir passé la barrière endothéliale, ils se différencient en macrophages ou cellules
dendritiques. Ils sont alors en place pour surveiller l’organisme. Les macrophages sont
divisés en sous-populations selon leur localisation anatomique et leur phénotype
fonctionnel.

Les macrophages peuvent être activés par deux voies différentes. La voie dite
classique ou de type 1, et la voie dite alternative ou de type 2. Lorsque le macrophage
reconnaît un PAMP via un PRR, il y a un premier signal d’activation puis, selon
l’environnement cytokinique dans lequel il se trouve, en présence d’IFN_ ou d’IL-4 le
phénotype du macrophage sera différent.

L’IFN_ produit par les cellules T auxiliaires CD4+ (Th1), les LTs CD8+ cytotoxique de
type 1 (Tc1) ou les NK (natural killer), permet aux macrophages d’augmenter leur capacité à
présenter des antigènes à leur surface, à synthétiser des cytokines pro-inflammatoires et des
médiateurs toxiques. Ces macrophages acquièrent leur capacité à tuer des bactéries ou des
pathogènes intracellulaires. Ce sont des macrophages de type M1 activé de manière
classique.



Plusieurs types cellulaires produisent de l’IL-4 et IL-13. Les cellules Th2 (T helper 2),
T CD8+, cellules NK, les basophiles, les éosinophiles et les mastocytes. Ce sont ces cytokines
qui orientent les macrophages vers une voie d’activation alternative ou de type 2. Chez les
M2 induits par IL-4, une augmentation du mannose récepteur 1 (MRC1) (50) et des antigènes
du CMH de classe II, est observée. L’arginase 1 elle aussi est augmentée chez les M2. Elle
catalyse la lyse de l’arginine en ornithine et en polyamines, importantes pour la cicatrisation.
Chez les macrophages de type 1, l’arginine est utilisée pour la synthèse d’oxyde nitrique par
l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) induite par l’IFN_. L’augmentation du taux
intracellulaire de l’arginase induit un déplacement du métabolisme de l’arginine. Ce sont des
marqueurs de macrophages murins mais qui ont leurs homologues chez l’homme. D’autres
marqueurs peuvent être observés, comme certains membres de la famille des Chitinase
YM1(CHI313) et YM2(CHI314) ou FIZZ1 (found in inflammatory zone 1 = RETLNA). Les
chitinases sont des enzymes qui dégradent la chitine. Il s’agit d’un polysaccharide présent
dans la paroi de certains insectes, crustacés et nématodes constituant un mécanisme de
défense lors de l’invasion de l’hôte.  En plus de ces marqueurs, les macrophages de type 2
acquièrent un répertoire de récepteurs  phagocytaires différent des M1 caractérisés par une
augmentation de MSR1 (Macrophage Scavenger Receptor).  Au niveau des M2, les cytokines
IL-4 et IL-13 entraînent une répression des cytokines pro-inflammatoires, telles que  l’IL-12,
l’IL-1_, le TNF_, l’IL-8, et l’induction d’un milieu anti-inflammatoire.
On peut aussi observer des macrophages avec différents phénotypes en présence de
glucocorticoïdes, d’IL-10 ou de complexes immuns.

Les macrophages sont des sentinelles de l’organisme grâce, entre autre, à la panoplie
de récepteurs, TLRs, NLRs, et RLRs qu’ils possèdent. Ils peuvent migrer vers les sites de
l’organisme infectés ou endommagés et contribuer à l’initiation, l’amplification et la
résolution de l’inflammation.

IV Les médiateurs de l’inflammation.

IV - 1 L’oxyde nitrique

Le NO est un gaz inorganique, instable chimiquement. La demi-vie du NO est de
quelques secondes. Il est rapidement converti en nitrite et nitrate, qui sont des produits
stables de son métabolisme. Le NO est produit par les cellules endothéliales, les
cardiomyocytes, les cellules musculaires, les macrophages, les plaquettes, le foie, le cerveau
et le système nerveux périphérique. Le NO est synthétisé à partir de la L-arginine, acide
aminé précurseur, dans une réaction d’oxydation catalysée par une enzyme, la NO synthase
(NOS). Il va ensuite diffuser à travers la membrane plasmique. Il existe trois isoformes de
NOS : la forme neuronale (nNOS), inductible (iNOS) et endothéliale (eNOS). Les rôles et
profiles d’expression de ces isoformes sont distincts. L’iNOS est impliquée dans les



processus inflammatoires et de défense de l’organisme. Elle est exprimée en grande quantité
dans les macrophages, leucocytes et fibroblastes, suite à une induction  par des cytokines ou
par d’autres agents inflammatoires. Le NO produit par ces cellules a un effet bactéricide,
mais peut également avoir des effets néfastes sur l’organisme lorsqu’il est produit en grande
quantité et ceci en raison de son effet vasodilatateur (51).

IV - 2 Le facteur _  de nécrose des tumeurs

Le TNF_  appartient à la super famille du TNF (TNF) constituée d’une vingtaine de
ligands interagissant avec une trentaine de récepteurs (TNFR) appartenant à la super famille
des récepteurs au TNF (Figure 8).  La majorité de ces ligands sont des protéines
transmembranaires de type II constituées d’un long domaine extracellulaire et une petite
région cytoplasmique. Le domaine extracellulaire peut être clivé par des métalloprotéinases
pour former les molécules solubles, en général la forme membranaire et la forme soluble sont
toutes les deux actives.

Le TNF_ est exprimé à la surface membranaire (Transmembrane TNF ou TM-TNF), il
va être clivé par la TACE (TNF_ Converting Enzyme). Les deux formes solubles et
membranaires se lient aux mêmes récepteurs TNFR1 (CD120_) et TNFR2 (CD120_). Le
TNFR1 est présent sur toutes les cellules de l’organisme, alors que le TNFR2 n’est présent
que sur les cellules du système immunitaire et les cellules endothéliales (52).

Les membres de ces familles TNF/TNFR ont un rôle biologique central, dans la
défense de l’hôte, l’inflammation, l’apoptose, l’auto-immunité et l’organogénèse. La majorité
des ligands de cette famille sont exprimés sur les cellules du système immunitaire : les
lymphocytes B, les lymphocytes T, les cellules NK, les monocytes et les cellules dendritiques.

La neutralisation du TNF_ démontre que les défenses de l’hôte contre le pathogène
sont diminuées en son absence. L’absence de TNFR1 dans des modèles d’infections montre
que celui-ci est nécessaire à la survie des animaux dans le cas d’infection par des bactéries
intracellulaires, telles que Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, M. avium, and
Salmonella typhimurium (53). Dans le cadre de l’infection par M. tuberculosis,  il a été montré
que le TNF_ est nécessaire à la mise en place de la réponse Th1 et au développement du
granulome dans lesquels les macrophages confinent la bactérie (54). Dans les pathologies
comme la maladie de Crohn, l’arthrite rhumatoïde ou le psoriasis, les patients traités avec
des agents bloquant l’action du TNF_ ont un risque plus élevé de réactiver une tuberculose
(55-59). Enfin dans le cadre de l’inflammation, le TNF_ a une activité endotoxique
systémique entraînant la fièvre, l’hypotension et le choc (60).

IV - 3 L’interleukine 12

L’IL-12 est une cytokine de type I. Les protéines de cette famille sont sécrétées sous
forme d’un hétérodimère composé d’une sous-unité _ (p19, p28, p35) et d’une sous-unité _
(p40, Ebi3 pour Epstein Barr virus-induced protein 3).  Quatre cytokines sont connues sous



forme d’hétérodimère : l’IL-12 (p35/p40), l’IL-23 (p19/p40), l’IL-27 (p28, Ebi3) et l’IL-35
(p35/Ebi3) (61) (Figure 9).

L’IL-12 (p35/p40) signale via les récepteurs IL-12 récepteur _1 (IL-12R _1) et _2 (IL-
12R _2). L’IL-23 (p19/p40) se lie à l’IL-12R _1 et au récepteur de l’IL-23. L’interleukine 27
(p28, Ebi3) se fixe sur WSX-1 et gp130. Les récepteurs de l’interleukine 35 n’ont pas encore
été identifiés (61). Les membres de la famille de l’IL-12 ont des fonctions différentes. L’IL-12,
IL-23 et IL-27 sont sécrétées par les cellules présentatrices d’antigène activées, les cellules
dendritiques, les monocytes, les macrophages et les neutrophiles. Elles fonctionnent seules
ou en synergie pour induire une réponse de type Th1 et la production d’IFN_  par les cellules
T. L’IL-12 induit la différenciation et la prolifération des cellules Th1, et peut être induite par
l’IFN_, mais est inhibée par les cytokines de type Th2 comme l’IL-4. L’IL-12 et l’IL-23
peuvent aussi induire la prolifération des cellules T mémoires ; elles jouent également un
rôle central dans le développement des Th17.

L’IL-35, spécifiquement exprimée par les cellules T régulatrices, contribue à leur
activité suppressive.

Il existe également une forme homodimèrique de l’IL-12 composée de deux sous
unités _ p40 qui est un antagoniste de l’IL-12. Mais qui peut aussi exercer une activité pro-
inflammatoire.

IV- 4 L’interleukine 6

L’Interleukine 6 (IL-6) est produite par différents types cellulaires : les lymphocytes B,
les lymphocytes T, les monocytes, les fibroblastes, les ostéoblastes, les kératinocytes, les
cellules endothéliales, les cellules mésangiales et certaines cellules tumorales. Cette cytokine
se lie au récepteur IL-6R. Le complexe IL-6/IL-6R se lie ensuite au niveau membranaire à la
gp130 induisant un signal intracellulaire. L’IL-6 a une action sur plusieurs types cellulaires
car la gp130 est exprimée sur beaucoup de cellules. Dans la phase aiguë de l’inflammation les
neutrophiles sont recrutés, puis vont être remplacés par les monocytes et les cellules T après
24 à 48h. Lors de la phase initiale, les cellules endothéliales et d’autres éléments vasculaires
sont activés par les produits microbiens. Beaucoup de cytokines vont être produites dont
l’IL-6, aboutissant au recrutement des neutrophiles. Puis une protéolyse de l’IL-6R nommée
« IL-6 trans signaling » va avoir lieu entraînant une activation des cellules résidentes. Ceci
aboutit à un changement de l’environnement cytokinique, à l’arrêt du recrutement des
neutrophiles et de l’attraction des monocytes. L’IL-6 induit également l’apoptose des
neutrophiles favorisant l’arrêt de leur infiltration pendant la phase aiguë de l’inflammation
(62).   L’IL-6 sauve les lymphocytes T entrant en apoptose et joue un rôle dans la
différenciation de lymphocytes B et T (62). L’IL-6 exerce également un rôle dans le contrôle
du métabolisme. Après un exercice les cellules musculaires produisent de l’IL-6. Les
adipocytes d’individus obèse produisent de l’IL-6. Les souris déficientes pour le récepteur à



IL-6 au niveau des hépatocytes développent une inflammation au niveau du foie, suggérant
l’existence d’un équilibre entre l’IL-6 et le TNF_ au niveau du foie (63). L’IL-6 intervient
également dans l’homéostasie osseuse régulée par la balance entre les ostéoclastes et les
ostéoblastes.

VI Sepsis et  choc septique.

Le sepsis est une réponse inflammatoire systémique à une infection. Il y a 750000 cas
de sepsis par an aux Etats-Unis (64). La classification du sepsis au choc septique est la
suivante : le  sepsis est défini par une infection suspecte ou prouvée associée à une réponse
inflammatoire systémique dont les symptômes sont la fièvre, la tachycardie, la tachypnée et
l’hyperleucocytose. Le sepsis sévère est associé à des dysfonctions d’organes, par exemple en
cas d’hypotension, d’hypoxémie, d’oligurie, d’acidose métabolique ou de thrombocytopénie.
Le sepsis sévère  peut aboutir au choc septique avec une dysfonction vasculaire et une
hypotension artérielle nécessitant une thérapie à base de vasopresseurs.  Le taux de mortalité
dans le cadre d’une septicémie sévère est de 25 à 30% (65) et de 40 à 70% (66) pour un choc
septique. D’après l’institut Pasteur, les Escherichia Coli sont à l’origine de 50% des septicémies
dues à des bactéries Gram négatif (67).

La pathogénèse du sepsis implique un processus complexe d’activation cellulaire
aboutissant à la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, comme les cytokines,
l’activation de neutrophiles, monocytes et des cellules endothéliales microvasculaires, à
l’implication des réflexes neuroendocrines, l’activation du complément, du système de
coagulation et du système fibrinolytique (68).

Lors de la phase précoce du sepsis le système immunitaire inné et l’inflammation
sont fortement impliqués. Les PAMPs du microorganisme vont être reconnus par les PRRs
portés à la surface de cellules du système immunitaire (Figure 8).

Il a été mis en évidence certains facteurs de prédisposition au choc septique,
notamment des défauts de la réponse immunitaire au niveau du système du complément
(69), des défauts des neutrophiles, une altération dans le système de reconnaissances des
PAMPs via CD14 ou TLRs (70, 71) ou des variations dans l’expression de cytokines (72, 73).

Différents traitements ont déjà été testés ciblant les endotoxines (74, 75).Les premières
thérapies testées ont ciblé  les cytokines pro-inflammatoires (anticorps anti-TNF_, TNF
récepteur ou IL1-ra), ainsi que le NO et les facteurs de coagulation (76).
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