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ug Microgramme
uL Microlitre
uM Micromolaire

12-L.O 12-lipoxygenase (12-lipoxygénase)
15-LO 15-lipoxygenase (15-lipoxygénase)
ABCA-1  ATP-binding cassette transporter Al

ADN Acide DésoxyriboNucléique

ADNCc Acide DésoxyriboNucléique complémentaire

Akt = PKB (protéine kinase B)

AP-1 Activator Protein-1

Apo Apolipoprotein (apolipoprotéine)

ARN Acide RiboNucléique

AT1R Angiotensin Type 1 Receptor (récepteur de type 1 a I'angiotensine)

bFGF Basic Fibroblast Growth Factor (facteur de croissance basique des fibroblastes)
BNP B-type Natriuretic Peptide (peptide natriurétique de type B)

BSA Bovin Serum Albumin (albumine de sérum bovin)

C/EBP CCAAT/enhancer binding protein

CCR2 Beta Chemokine receptor 2 (récepteur 2 aux béta chimiokines = récepteur de MCP-1)
CETP Cholesteryl Esters Transfer Protein (protéine de transfert des esters de cholestérol)
cGMP Cyclic Guanosine 5" MonoPhosphate (guanosine 5° monophosphate cyclique)

CML Cellules musculaires lisses

COX-2 CycloOXygenase-2 (cyclooxygénase-2)
c-PLA2 Cytosolic PhosphoLipase A2 (phospholipase A2 cytosolique)

CRP C-Reactive Protein (protéine C-réactive)

CRPrec Recombinant C-Reactive Protein (protéine C-réactive recombinante)

Cs-1 Connecting segment-1 (segment 1 de raccordement)

CXCR-3  Chemokine (C-X-C motif) Receptor-3 (récepteur 3 aux chimiokines C-X-C)

DAF Decay Accelerating Factor (facteur accélérateur de la dégradation de C3 convertase et C5
convertase)

DEPC DiEthyl PyroCarbonate

DMSO DiMethyl SulfOxide

dNTP Désoxy Nucleotide TriPhosphate (désoxy nucléotide triphosphate)

EDTA EthyleneDiamineTetraacetic Acid (acide éthyléne-diamine-tétraacétique)

EGF Epidermal Growth Factor (facteur de croissance de I'épiderme)

ELAM-1  Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule 1 (molécule d’adhésion endothéliale
leucocytaire 1)

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (dosage immunoenzymatique)

EPC Endothelial Progenitor Cells (cellules progénitrices endothéliales)

ERK Extracellular-Regulated Kinase

ET-1 Endothelin-1 (endothéline 1)

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorter

FAK Focal Adhesion Kinase

FcyR Fc gamma Receptor (récepteur aux fragments Fc des immunoglobulines)

FGF2 Fibroblast Growth Factor 2 (facteur 2 de croissance des fibroblastes)

Flt-1 Fms-like tyrosine kinase-1

GAPDH GlycerAldehyde-3-Phosphate DeHydrogenase (glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase)

GM-CSF  Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (facteur stimulant des colonies
macrophages et de granulocytes)

H Heure

H20d Distilled Water (eau distillée)
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HAEC Human Aortic Endothelial Cells (cellules endothéliales aortiques humaines)

HASMC  Human Aortic Smooth Muscle Cells (cellules musculaires lisses vasculaires d’aorte
humaine)

HCAEC Human Coronary Artery Endothelial Cells (cellules endothéliales d’artére coronaire
humaine)

HDL High Density Lipoprotein (lipoprotéine de haute densité)

HGF Hepatocyte Growth Factor (facteur de croissance des hépatocytes)

HIF-1 Hypoxia Inductible Factor-1 (facteur 1 inductible par I'hypoxie)

HL Hepatic Lipase (lipase hépatique)

HRP Horseradish Peroxydase (péroxydase de raifort)

hsCRP High sensitivity C-Reactive Protein (protéine C-réactive ultra sensible)

HSP-60 Heat Shock Protein-60 (protéine de choc thermique 60)
ICAM-1 IntraCellular Adhesion Molecule 1 (molécule d’adhésion intracellulaire 1) = CD54

IDL Intermediate Density Lipoprotein (lipoprotéine de densité intermédiaire)

IFNa InterFeroN alpha (interféron alpha)

IFNy InterFeroN gamma (interféron gamma)

IFNYR InterFeroN gamma Receptor (récepteur de l'interféron gamma)

IGF-1 Insulin-like Growth Factor-1

IGF-2 Insulin-like Growth Factor-2

IL-Xx Interleukin x (1<x<23) (interleukine)

IP-10 Interferon-gamma inductible Protein-10 (protéine 10 inductible parjIFN

I-TAC Interferon-inductible T cell Alpha Chemoattractant

ITAM Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (motif d’activation de I'immunorécepteur
dépendant de la tyrosine)

ITIM Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif (motif d’inhibition de I'immunorécepteur
dépendant de la tyrosine)

JNK c-Jun N-terminal protein Kinase (protéine kinase c-jun N-terminal)

kDa kiloDalton

KO Knock Out

LCAT Lécithine-Cholestéro-Acyl-Transférase

LDL Low Density Lipoprotein (lipoprotéine de faible densité)

LDL-RP Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein (protéine apparentée au récepteur des
LDL)

LFA-1 Lymphocyte Function associated Antigen-1 (antigene-1 associé a la fonction lymphocytaire)

LOX-1 Lectin-like Oxidized LDL receptor 1

Lp(a) Lipoprotein (a) (lipoprotéine (a))

Lp-PLA2 Lipoprotein-associated Phospholipase A2 (phospholipase A2 associée aux lipoprotéines)
LPS Lipopolysaccharide

LRP LDL Receptor related Protein (protéine apparentée au récepteur des LDL)

LT T-Lymphocyte (lymphocyte T)

LXRE Liver X Response Element (élément de réponse aux récepteurs X du foie)
LXRa Liver X Receptor alpha (récepteur X alpha du foie)

MASP MAnNnose binding lectine Serine Protease (protéase a sérine de la MBL)

MBL Mannose Binding Lectine (lectine liant le mannose)

MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein 1 (protéine chimioattractante des monocytes 1)
MCSF Macrophage Colony Stimulating Factor (facteur stimulant des colonies macrophages)
MEK MAP Kinase Kinase (= ERK Kinase)

MIG Monokine induced by Interferon Gamma (monokine induite par y)FN

min Minute

MIP-1a Macrophage Inflammatory Protein alpha (protéine inflammatoire macrophagique alpha)
MIP-1p Macrophage Inflammatory Protein beta (protéine inflammatoire macrophagique beta)
mL Millilitre

MMP-1 Matrix MetalloProteinase-1 (métalloprotéinase matricielle 1)

MMP-2 Matrix MetalloProteinase-2 (métalloprotéinase matricielle 2)

MMP-3 Matrix MetalloProteinase-3 (métalloprotéinase matricielle 3)
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MMP-8
MMP-9
MMP-13
MPO
MT-MMP
M-MULV
NF«B

ng

nm

NO
NOS2
NOS3
PAI-1
PBMC
PCPE
PDGF
PECAM-1

P9
PGE2

PGIS
PKC
PLCy
PLTP
PPARy

PPARy

PRE
PSGL-1
PTGS2
RANTES
RXR
SAA
SDF-1
SDS
SHIP
SIL-1R
SMase
s-PLA2
SR-A
SR-B1
TF
TFPI-2
TGF$
TIMP-1
TIMP-2
TLR4
TNFa
TNFB
t-PA
u-PA
uv

V
VCAM-1

Abréviations

Matrix MetalloProteinase-8 (métalloprotéinase matricielle 8)
Matrix MetalloProteinase-9 (métalloprotéinase matricielle 9)
Matrix MetalloProteinase-13 (métalloprotéinase matricielle 13)
MyeloPerOxidase (myéloperoxydase)
Membrane Type MMP (MMP de type membranaire)
Moloney MUrine Leukemia Virus
Nuclear Factor kappa B (facteur nucléaire kappa B)
Nanogramme
Nanométre
Nitric Oxide (oxide nitrique)
Nitric Oxide Synthase 2 (NO synthétase 2)
Nitric Oxide Synthase 3 (NO synthétase 3)
Plasminogen Activator Inhibitor-1 (inhibiteur 1 de I'activateur du plasminogéne)
Peripheral Blood Mononuclear Cells (cellules mononucléées du sang périphérique)
type | Collagen C-Proteinase Enhancer Protein
Platelet-Derived Growth Factor (facteur de croissance dérivé des plaquettes)
Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (molécule d’adhésion des cellules
endothéliales et des plaquettes) = CD31
Picogramme
ProstaGlandin E2 (prostaglandine E2)
Prostacycline Synthase (prostacycline synthétase)
Protéine Kinase C
Phospholipase C gamma
PhosphoLipid Transfer Protein (protéine de transfert de phospholipides)
Peroxysome Proliferator Activated Receptor alpha (récepteur alpha activé par les
proliférateurs de péroxysomes)
Peroxysome Proliferator Activated Receptor gamma (récepteur gamma activé par les
proliférateurs de péroxysomes)
Progesterone response element (élément de réponse a la progestérone)
P-Selectin glycoprotein-1 Ligand (ligand de la glycoprotéine 1 P-sélectine)
ProsTaGlandin-endoperoxide Synthase 2 (prostaglandine-endoperoxide synthétase 2)
Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted
Retinoids X Receptor
Serum Amyloid A (protéine amyloide A sérique)
Stromal cell-derived Factor-1 (Facteur 1 dérivé des cellules stromales)
Sodium Dodecyl Sulfate
SH2 domain-containing Inositol Phosphatase (inositol-phosphatase a domaine SH2)
Soluble InterLeukin 1 Receptor (récepteur soluble a I'interleukine 1)
SphingoMyelinase (sphingomyélinase)
Secretory PhosphoLipase A2 (phospholipase A2 sécrétoire)
Scavenger Receptor A (récepteur éboueur A)
Scavenger Receptor B1 (récepteur éboueur de classe 1)
Tissue Factor (facteur tissulaire)
Tissue Factor Pathway Inhibitor-2 (inhibiteur 2 de la voie de signalisation du TF)
Transforming Growth Factor beta (facteur de croissance transformant béta)
Tissue Inhibitor of MetalloProteinases 1 (inhibiteur 1 tissulaire des métalloprotéinases)
Tissue Inhibitor of MetalloProteinases 2 (inhibiteur 2 tissulaire des métalloprotéinases)
Toll-Like Receptor 4
Tumor Necrosis Factor alpha (facteur alpha nécrosant des tumeurs)
Tumor Necrosis Factor beta (facteur béta nécrosant des tumeurs)
Tissue-type Plasminogen Activator (activateur tissulaire du plasminogéne)
Urokinase-type Plasminogen Activator (activateur du plasminogéne de type urokinase)
UltraViolet
Volt
Vascular Cellular Adhesion Molecule (molécule d’adhésion cellulaire vasculaire 1)

16



Abréviations

VLA-4 Very Late Antigen-4

VLDL Very Low Density Lipoprotein (lipoprotéine de trés faible densité)
VSMC Vascular Smooth Muscle Cells (cellules musculaires lisses vasculaires)
XIAP X-chromosome-linked inhibitors of apoptosis

a2-M alpha-2 Macroglobulin (alpha 2 macroglobuline)
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Introduction

Les maladies cardiovasculaires représentent aujourd’hui la premiére cause de mortalité

dans les pays développés et sont responsables du tiers des déces en France.

4.1% : 36,4 % -
- | Maladies de I'appareil circulatoire
5.5 %
F Tumewurs
BT % "II.
' i 47 547 Accidents et autres morts viclentes
[
Maladies de I'appareil respiratoire
14,3 % Maladies de 'appareil digestif

31 % Aulres causes

Figure 1: Répartition des causes de mortalité en France

Le terme de maladies cardiovasculaires regroupe les maladies coronariennes (angine de
poitrine et infarctus du myocarde), les accidents vasculaires cérébraux (AVC), I'artériopathie des

membres inférieurs ainsi que l'insuffisance cardiaque.

La probabilité d’apparition d'une maladie cardiovasculaire est liée a un ou a plusieurs
facteurs de risque. Ces facteurs sont de différentes origines et sont classés selon leur implication
dans la survenue d’'une pathologie. Il existe donc les facteurs de risque majeurs, regroupant
I'hypertension artérielle (HTA), I'exces de cholestérol et de triglycérides, le tabac, le diabéte et
'augmentation du taux plasmatique de la protéine C-réactive (CRP), les facteurs de risque
mineurs (sédentarité, stress, embonpoint) et les facteurs de risque dits immuables que sont le

sexe, I'age et les facteurs génétiques.

Les maladies cardiovasculaires s’'imbriquent dans un cadre conceptuel particulier et
dépendent des facteurs de risque mais également du facteur inflammation.

L’origine inflammatoire peut provenir des facteurs de risque eux-mémes, d'une
inflammation chronique liée a la polyarthrite rhumatoide [1], au lupus érythémateux [2] ou lors
d’insuffisance rénale chronique [3]. Par exemple, le phénomeéne inflammatoire est capable de

s’auto-amplifier en fonction de la susceptibilité génétique de l'individu, de I'environnement,
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dans le cas de prise de médicaments de maniere chronique mais également lors d’infections

chroniques par des bactéries ou des virus [4, 5].

Facteurs
de
risque

Maladie
cardiovasculaire

v

Inflammation

Boucle

Inflammation d’auto-stimulation

chronique

La réaction inflammatoire étant un processus complexe, difficile a décrire et a mesurer de
maniére objective, il a fallu proposer des biomarqueurs de l'inflammation. Ces molécules qui
participent a la réaction inflammatoire doivent répondre a un certains nombre de criteres pour
étre considérées comme telles. Le milieu biologique contenant la molécule doit étre facile a
prélever ou a obtenir et son dosage doit pouvoir se faire en routine avec fiabilité et un codt
moindre. Différents dosages de cette molécule, espacés de plusieurs mois, doivent prédire, de
maniere similaire, un risque de développer un phénotype particulier plusieurs années apres. |l
doit exister une linéarité entre la concentration du biomarqueur et I'importance du risque et les
variations de sa concentration doivent étre rapides. La valeur prédictive d’un biomarqueur doit
étre associé a un phénotype particulier et ne doit étre corrélé ni avec les autres biomarqueurs, ni
avec les facteurs de risque associés au phénotype étudié et les variations de concentration du
biomarqueur doivent prédire un risque de développer un phénotype inscrit dans une pathologie
précise. La relation de causalité entre le biomarqueur et le phénotype doit étre clairement définie
au niveau cellulaire et moléculaire. Les résultats des dosages doivent influencer le type
d’approche clinique chez les patients concernés et il doit exister une association entre les
variations de concentration du biomarqueur obtenues pharmacologiquement et un effet
bénéfique. Enfin, ce bénéfice doit étre conservé indépendamment des variations des autres

biomarqueurs ou facteurs de risque.

20



Introduction

Plusieurs marqueurs sont utilisés en pratique clinique, d’autres dans les études cliniques
mais trés peu de biomarqueurs de l'inflammation répondent a tous ces critéres. Parmi eux, la
protéine C-réactive (CRP) semble étre le plus puissant biomarqueur de [linflammation
indépendant predictif du risque cardiovasculaire mais ses effets moléculaires et cellulaires ne

sont pas encore clairement définis.
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|. Caractéres généraux de la CRP

1.1 Le géne

|.1.a Localisation

Le géne de la CRP a été cartographié dans I'espece humaine sur le bras court du
chromosome 1 entre 1921 et 1923. Il est constitué de 1913 bases et ne contient qu’un seul intron
[6]. De nombreux polymorphismes de ce géne ont été décrits mais seulement trois ont été
associés a une variation de la concentration plasmatique de CRP [7-9]. Le géne de la CRP génere
un ARN de 1631pb.

[.1.b Régulation de I'expression du géne de la CRP

Le promoteur du géne de la CRP contient plusieurs éléments de réponse a l'interleukine-1
beta (IL-1f) et a l'interleukine 6 (IL-6) (Figure 2). L'exprass du gene de la CRP dans les
hépatocytes est influencée par deux cytokines pro-inflammatoires que sont l'interleukine-1 beta
(IL-1B) et l'interleukine 6 (IL-6). L’IL-6 seule est capabtl’activer I'expression du gene de la
CRP alors que I'lL-1pne le peut qu’en synergie avec I'lL-6 [10]. La régulation par I'lL-6 et
'lL-1B fait intervenir différents facteurs de transcription que sont CBEBFEBR (ou NF-IL-6
beta), et STAT3. L'IL-1, quant a elle, permet la fixation de Rel p50 sur le sitd8NR position
-46 ou -2652. C/EBP et C/EBB peuvent interagir avec deux éléments de réponde-é (IL-
6RE) présents dans le promoteur du gene de la CRP et centrés en position -53 et -219. STAT3

est capable de se fixer en position -108 [11-15] et de favoriser la synhtese du géne de la CRP.

NFkB / IL-6RE STAT3 IL-6RE | NF«B

/

Figure 2: Promoteur du géne de la CRP

-2652 -219 -108 -53 -46
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1.2 La protéine

I.2.a Historique

Découverte en 1930 par Tillett et Francis, la protéine C-réactive (CRP) a été isolée a
partir de sérums de patients atteints d’'une infectiorSpaptococcus pneumonidelle tient son
nom de la réactivité qu’elle exerce vis-a-vis du polysaccharide C contenu dans la paroi cellulaire

des pneumocoques.

[.2.b Structure de la protéine

I.2.b.aStructure primaire

La traduction de 'ARNm issu du géne de la CRP génére un protomere de 224 acides

aminés qui a été séquence. Sa structure primaire est indiquée ci-dessous :

1 nmekllcflvl tslshafgqt dmsrkafvfp kesdtsyvsl kapltkplka ftvcl hfyte

61 I sstrgysif syatkrqdne ilifwskdig ysftvggsei |fevpevtva pvhictswes

121 asgi vefwd gkprvrksl k kgytvgaeas iil gqgeqdsf ggnfegsqgsl vgdi gnvnnw
181 df vl spdein tiylggpfsp nvlnwal ky evqgevftkp ql wp

Figure 3: Séquence protéique primaire de la protéine C-réactive.

[.2.b.fStructures secondaire et tertiaire

La CRP appartient a la famille des pentraxines. Elle s’organise sous forme d’un
pentameére de 115kDa et de 102A de diamétre externe avec un pore central de 30A (Figure 4A).
Les monomeéres de 36A de diamétre et 23kDa chacun sont organisés de maniére similaire et sont
reliés entre eux par des liaisons non covalentes. Chaque protomeére contient un site de fixation a
la phosphorylcholine [16, 17] associé a deux sites de fixation au calcium (Figure 4B). Tous ces
sites sont situés sur la méme face du pentameére (face de reconnaissance du pentamere).

Le site de fixation a la phosphorylcholine est constitué d’'une poche hydrophobe formée par
les résidus Leu64, Phe66 et Thr76. Les deux sites de fixation au calcium sont situés au niveau
des résidus Asp60, Asn61, Glul38, Asp140 pour le premier site et au niveau des résidus Glul138,
Asp140, GIn150, Glul47 pour le second [18]. La fixation de calcium facilite celle de la
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phosphorylcholine sur le résidu Phe66 de la poche hydrophobe et Glu81 [19] avec une constante
de fixation de Ka=0,62.fav* [20].

A - "'{' (% ‘;ﬁ X _:"‘ B
P DY
— (M
5 Ll
S T, T %

Figure 4: Structure cristalline de la CRP.
A : structure du pentamere complexé a la phosphocholine (sphéres noires et blanches) [21]. B : structure
secondaire d'un monomeére de la CRP constitué de deux fedilletdiparalléles ainsi que d’'une longue
hélicea (résidus 168 a 176). Les deux sites de fixation pour le calcium sont représentés par les sphéres noires
[22].
La face située a I'opposé (face effectrice) permet la fixation de ligands comme le facteur
Clg du complément (Figure 5) ou comme le récepteur a la partie Fc des immunoglobulines
(FcyR). Le site de fixation de C1q a été localisé parag@mese dirigée au niveau des résidus de
contact Aspl12 et Tyrl75 par mutagenese dirigée. Le résidu Glu88 semble influencer le
changement conformationnel de Clg nécessaire a l'activation du complément alors que les

résidus His38 et Asn158 contribuent & la forme du site de fixation [23].

Figure 5: Fixation de C1q sur le pentamere de (RH.

Les monomeres de la CRP sont définis de A a E. En A : vue de face. Les monomeres B et C ont été effacés pour
plus de clarté. Les 3 modules de C1qg sont montrés en bleu, vert et rouge. Les résidus Asp112 et Tyrl75 sont
représentés respectivement par D112 et Y175. En B : vue perpendiculaire. Les résidus phosphocholine sont colorés
en rouge.
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Un modele de fixation de Clqg sur la CRP a été proposé dans lequel la téte de Clq,
podtivement chargée, interagit avec le pore central négativement chargé du pentamére

permettant ainsi I'interaction de C1q avec deux des cing protomeres.

l.2.b.yModifications post-traductionnelles

Peu de modifications post-traductionnelles ont été décrites sur la CRP. Une étude récente
chez 'Homme a cependant permis de démontrer que la CRP pouvait étre glycosylée de maniere

pathologie-dépendante [24].

I.2.c Formes biologiques de la protéine CRP

Dans des conditions physiologiques, plusieurs formes de la protéine ont été décrites. La
CRP peut étre présente sous forme cycligue pentamérique (CRP native) prédominante au niveau
plasmatique ou sous forme monomérique (CRP modifiée) située préférentiellement dans les
tissus. Il existe également des formes intermédiaires conformationnellement altérées ou
aggrégées et differemment glycosylées. La localisation et les fonctions des différentes formes ne
sont que peu documentées et souvent contradictoires.

Il semblerait malgré tout que la forme monomeérique soit associée a une réponse pro-
inflammatoire alors que la forme pentamérique favoriserait la résolution de l'inflammation [25,
26]. Leurs activités respectives sont variables et la CRP monomérique est responsable d’'un
nombre plus important d’effets biologiques en comparaison a la CRP pentamérique.

Seule la CRP monomérique semble capable d’activer les cellules endothéliales et les
neutrophiles. Khreiss et al. [26] ont démontré que la CRP sous forme monomérique en contact
avec des cellules HCAEC augmentait la libération d’IL-8 et de MCP-1 ainsi que I'expression de
VCAM-1, ICAM-1 et E-selectine par I'intermédiaire de CD16 (FcgammaRlll). Ces observations
ont également été effectuées avec la CRP pentamérique mais a des temps beaucoup plus tardifs
correspondant au moment de la cinétigueritro ou I'on observe la dissociation de la CRP
pentameérique en monomeres.

Apres plusieurs études sur des neutrophiles, il apparait que la CRP monomérique induit la
libération d’IL-8 ainsi que la formation de NO via le récepteur CD16 et non via le récepteur
CD32. L'effet est également observé avec la CRP pentamérique mais toujours apres des durées

plus importantes de contact [27]. Il a également été décrit une diminution de la L-selectine et une
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augmentation de CD11b liée a la CRP monomérique [25], cette régulation passant par une voie
Ras/Raf/MEK.

Il est tout de méme défini quelques activités propres a la CRP pentameérique telles que la
fixation a la phosphocholine ou/et au calcium. Une étude chez des souris ApoE -/- a permis de
définir deux observations opposées sur I'évolution de la taille de la plaque d’athérome selon le
traitement avec CRP monmérique ou pentamérique [28].

Toutes ces observations nous permettent d’avancer que la forme pentamérique, dont
I'activité semble limitée au niveau plasmatique, se doit de passer par une étape de dissociation de
Ses monomeres pour acquérir un certain nombres de fonctions biologiques qui ont pu étre d’'ores
et déja définies sur des cellules endothéliales et sur des neutrophiles. L’existence d’'une forme de
CRP intermédiaire entre la pCRP et la mCRP et capable de se fixer aux cellules HUVEC a méme

étée avancee [29].

[.2.d Synthése et localisation

La CRP est synthétisée principalement dans le foie par les hépatocytes et est ensuite
libérée au niveau plasmatique. Il a également été décrit une synthése de la CRP par les cellules
musculaires lisses et les macrophages au niveau des Iésions athéromateuses [30, 31] mais auss
par les neurones [32], les macrophages alvéolaires [33], les lymphocytes [34] ainsi que dans le
rein [35]. La CRP synthétisée par les hépatocytes est de nature pentamérique et les cellules type
cellules musculaires lisses, monocytes/ macrophages synthétiseraient de la CRP monomérique.
La CRP présente dans la paroi sous forme monomeérique proviendrait donc soit de ces cellules
soit d’'une dissociation de la CRP « hépatique » ou des deux. La protéine est détectable dans
I'intima des artéres, sous sa forme pentamériqgue ou monomérigue dans les vaisseaux sanguins
associés a des tissus sains [36] mais également dans les phases précoces de I'athérogénése
elle slaccumule avec la progression des Iésions [37-40].

I.2.e Concentration plasmatique

Chez un individu sain, la concentration plasmatique basale en CRP est inférieure a 1mg/L
et est indépendante du sexe [41-44], de I'age, du niveau de cholestérol, de la pression sanguine,
du diabete, du tabagisme mais des informations contradictoires sont rapportées quant au taux
basal de CRP entre les différents groupes ethniques [41, 45]. Seules les femmes sous traitement
hormonal de substitution présentent une concentration en CRP |égérement plus élevée [46, 47]. I
n'existe pas de variations diurnes de cette concentration [48]. En cas d’infection ou
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d’inflammation, cette valeur peut étre augmentée de maniere transitoire d’'un facteur 1000 ce qui
expligue sa dénomination de protéine de la phase aigué de l'inflammation. Chez les individus
présentant un risque de développer un accident vasculaire, les concentrations de CRP ne sont que
peu augmentées par rapport a la normale mais cette élévation est conservée durant plusieurs mois

voire plusieurs années [46, 47].

I.2.f Récepteurs

Hormis quelques travaux assez anciens [49-51], de nhombreux auteurs s’accordent a dire
que la CRP interagit avec les récepteurs aux fragments Fc des immunoglobulfRsntis
I’existence d’un récepteur spécifique a la CRP n’est pas exclu [52]. Il existe trois catégories de
récepteurs RdR, activateur ou répresseur selon la sous-classe etadmdalisation varie selon
le type cellulaire (Figure 6) [52-55, 56 , 57] . Aucun récepteur a la CRP n’a été caractérisé sur les
cellules musculaires lisses et une seule étude démontre la préseng®&Rtesticdes cellules

endohéliales bovines [58].

A l'aide de lignées cellulaires exprimant de maniéere différentielle ces différents
récepteurs [52, 54, 56, 57, 59] ou a partir de cellules transfectées avec un ou plusieurs de ces
récepteurs [59, 60], il a été démontré que la CRP pouvait interagir avec les récepfRU[STF;c
61] avec une faible affinité (Ka=1,6X1M) et FoRIla avec une forte affinité (Ka=1,5X1)

[52]. La faible affinité de la CRP pour le récepteuyMca été remise en cause depuis [60]. Une
étude récente par mutations spécifiques des récepteyrd Bt FgRIla démontre qu'il existe
bien des acides aminés essentiels permettant une interaction avec la CRP [62].

Un polymorphisme pour le récepteuryRtla a été décrit en position 131 [63]. Il a été
noté une baisse de la fixation de la CRP sur ce récepteur chez les homozygotes H131-H131 alors
que cette fixation reste élevée pour les génotypes H131-R131 et R131-R131 [52].Cette
observation a été trés récemment contredite [64]. Malgré ces résultats controversés, une
association a été démontrée entre la présence de lallele H131 et une protection contre

I'athérosclérose [65].
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A
FcyRI FcyRlla FeRIIb FeyRllla FeyRIIIb
'1%_2{5_ s = =
ITAM Motif glycophosphatidylinositol
B
Récepteur| FcyRIl | FcyRlla | FeyRIlb | FeyRllc | FeyRllla | FeyRIlb
(CD64) | (CD32a)| (CD32b) | (CD32c) | (CD16a) | (CD16b)
Type
cellulaire
Monocytes + + + +
Macrophages + + + +
Granulocytes + +
Neutrophiles + + +
Cellules dendritiques + + +
Lymphocytes B + +
Lymphocytes T +
Cellules NK + +

Figure 6: Les différentes classes de récepteurs aux fragments Fc des immunoglobulines dans I'espece humaine.

A : Différences structurales des différentes classes de récepteurs. Les récepteurs dits activateurs possedent, dans leu
partie intracellulaire, le motif ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) capable d’'induire une

cascade de phosphorylations via les familles de tyrosine kinases src et syk conduisant a la synthése de différents
genes cibles. Le récepteuryRtlb est qualifié d'inhibiteur de par la présence d’'un motif ITIM (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif) au niveau de sa chaine de transduction. Lorsqu’un ligand se fix&Bbr IEc

motif ITIM se place a proximité d’'un motif ITAM et peut alors interagir avec une protéine inhibitrice du signal de
transduction appelée SHIP, interférant ainsi avec le signal généré a partir de ITAM (d’aprées
http://www.ucl.ac.uk/~regfijxe/FcR.gifB : Répartition des différentes classes de récepteurs selon le type cellulaire.

Les + indiquent la présence du type de récepteur sur le type cellulaire correspondant.

Les conditions de fixation de la CRP sur ses récepteurs ne sont pas encore clairement
définies mais deux études semblent indiquer une fixation et une action directe de la CRP
monomerique [26, 66].

[.3 Fonctions de la CRP

I.3.a Opsonisation, activation du complément et phagocytose

La CRP joue un réle important dans la médiation de la phagocytose [67, 68]. Elle peut se
comporter comme un facteur opsonisant des phospholipides des parois bactériennes et des
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membranes des cellules apoptotiques ou nécrotiques [60, 68-70]. D'autres ligands de la CRP tels
que la phosphoryléthanolamine (PE) [71], certains polycations [72, 73], la chromatine et les
histones [74], la fibronectine [75] et la protéine de surface Atdphylococcus aureyg6] ont

été caractérisés.
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Figure 7: Modéle d'interaction entre la CRP et les phospholipides membranaires.
D’aprés Lagrand (modifié) [77].

Les lyso-phospholipides générés par les phospholipases A2 cytosoliqgue et sécrétoire
(c-PLA2 et s-PLA2) au niveau de la face externe de la bicouche lipidique constituent des ligands
pour la CRP. Suite a un stress cellulaire, les phospholipides des deux couches et les lyso-
phospholipides de la face interne de la bicouche lipidique subissent des phénomeénes de "Flip-
Flop". On observe alors une répartition plus homogéne des lyso-phospholipides au sein de la
membrane cellulaire contrairement a I'asymétrie observée pour les cellules normales. La fixation
de la CRP aux résidus lyso-phosphatidyl-choline de la couche externe va permettre la

reconnaissance puis la lyse de la cellule ou de la bactérie liée (Figure 7). Par sa face effectrice, la
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CRP peut alors activer le systeme du complément par interaction directe avec le facteur Clq
et/ou interagir avec les cellules phagocytaires pgaiRFc

La fixation de la CRP a un de ces ligands induit un changement conformationnel de la
protéine et permet la fixation du facteur Clg du complément qui révele alors l'activité
enzymatique de C1r (Sérine protéase). Cette fixation correspond a la premiére étape d’activation
de la voie classique du complément aboutissant a la lyse des cellules ou des bactéries

complexées a la CRP via la formation d’'un complexe d’attaque membranaire [23].

La CRP peut également réguler négativement les deux autres voies du complément : la
voie alterne et la voie des lectines qui rejoint la voie classique au niveau de la dissociation du
facteur C4 en C4a et C4b. La voie alterne, boucle d’amplification de la voie classique, peut étre
naturellement inhibée par le facteur H conduisant a la dégradation du facteur C3b empéchant
ainsi la formation du complexe d’attaque membranaire. Le facteur H est incapable de fixer les
membranes des cellules endommageées. La CRP sert alors d’intermédiaire en fixant d’'une part les
membranes cellulaires et d’autre part le facteur H, restaurant la fonction inhibitrice de ce dernier
[78]. La voie des lectines requiert I'intégrité de la voie alterne pour initier I'activation de la voie
classique du complément par le complexe MBL. La CRP, par inhibition du facteur H, bloque la

voie alterne du complément et par la méme occasion la voie des lectines [79] (Figure 8).

Récemment, un nouveau mécanisme de régulation du complément a été découvert. La
CRP serait responsable de la surexpression par les cellules endothéliales de trois facteurs

inhibiteurs du complément que sont DAF (decay accelerating factor), CD46 et CD59 [80].

La lyse cellulaire par le systeme du complément peut étre corrélée avec l'intervention de
cellules phagocytaires [81], ces derniéres ne nécessitant pas forcément une action préliminaire du
complément pour exercer leur activité. La fixation de la CRP sur les cellules phagocytaires serait
assurée par les récepteurgRic[82-84] et FcRlla [54, 59, 82] présents a la surface de ces
cellules. Les récepteurs aux facteurs du complément CR1 (CD35) et CR3 (CD11b) ont été
localisés a la surface des cellules phagocytaires et pourraient étre impliqués dans I'endocytose
des particules opsonisées par la CRP. Le récepteur CR1 est capable de fixer les facteurs C3b et
C4b alors que le récepteur CR3 peut lier le facteur iC3b obtenu aprés intervention du facteur H
sur C3b. Les cellules apoptotiques, opsonisées par la CRP et possédant a leur surface les facteurs

C3b, C4b et iC3b, pourront alors étre capturées par les cellules phagocytaires.
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Figure 8: Les différentes voies du complément régulées par la CRP.

D’aprés Favoreel (modifi€) [85]. MBL : mannose binding lectine ; MASP : mannose-binding lectine serine
protease.

Résumé des fonctions d’opsonisation et de phagocytose associées a la CRP :

La CRP peut opsoniser les débris nucléaires et la chromatine mais aussi les parois
de bactéries pathogenes et les membranes de cellules endommagées ou en apoptose. Elle pel
alors activer le systeme du complément et/ou interagir avec des cellules phagocytaires pour
provogquer la lyse des bactéries ou des cellules. La CRP monomérique est capable d'activer le

complément de maniére plus efficace que la CRP sous forme pentamérique et est également
capable de fixer les LDL natifs et modifiés.
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Figure 9: Les différentes fonctions associées a la CRP. D’aprés Joan, M (modifié).

1.3.b CRP et cholestérol

Les lipides jouent un réle central dans le fonctionnement de I'organisme en participant a
diverses fonctions telles que le maintien de l'intégrité des membranes cellulaires, le métabolisme
énergétique, la croissance cellulaire ou la synthése d’hormones stéroides. De par leur
hydrophobicité, les lipides sont empaquetés dans des particules particulieres appelées
lipoprotéines permettant ainsi leur transport dans les fluides biologiques tels que le sang [86].
Ces patrticules sont constituées de trois couches : un coeur hydrophobe composé d’ester de
cholestérol, d’acides gras libres et de triglycérides ; une enveloppe de phospholipides et de
cholestérol et une couche externe contenant diverses protéines.

Les lipoprotéines sont séparées en 5 classes selon leur diamétre, leur densite, leur
mobilité électrophorétique et leur composition (Figure 10). On distingue donc par ordre
décroissant de diametre, les chylomicrons, les VLDL (lipoprotéine de trés faible densité), les
IDL (lipoprotéine de densité intermédiaire), les LDL (lipoprotéine de faible densité)
communément décrits comme "mauvais" cholestérol et les HDL (lipoprotéine de haute densité)

comme "bon" cholestérol.
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Figure 10: Les 5 sous-classes de lipoprotéines classées selon leur densité et leur diamétre (9A) d'apres:
http://www.chusa.jussieu.fr/disc/bio_cell/PCEM2/EIA_cardio/PB_LiposCoursEIAC041.pdf#search="LDL
%20taille', modifi€), et selon leur composition (9B).

Parmi les protéines de la couche externe figurentapolipoprotéines ou apoprotéines
(apo), spécifiqgues de chaque sous-classe de lipoprotéines et intervenant aussi bien lors des
interconversions des lipoprotéines que dans la reconnaissance cellulaire dans le cadre du
métabolisme du cholestérol. Il existe deux courants de cholestérol dans I'organisme : la voie
impliquant les chylomicrons, VLDL, IDL et LDL qui transportent le cholestérol des organes
(foie, intestins) vers les tissus et cellules périphériques et le transport inverse du cholestérol
impliquant les HDL pour le transport du cholestérol des cellules périphériques vers le foie.

Les VLDL, synthétisées dans le foie et formées a partir du cholestérol d'origine
endogene, incorporent I'apoprotéine apoB100 et sont ainsi préparées au transport de triglycérides
et de cholestérol du foie vers les autres tissus. lIs restent cependant dans un état inactif jusqu’a ce
gu’ils captent apoE et apoC2 cédés par les HDL. ApoC2 est capable d’activer une enzyme
appelée lipoprotéine lipase (LPL) au niveau des capillaires sanguins et permet ainsi la
transformation de VLDL en IDL [86] par hydrolyse de triglycérides qui seront absorbés par le
tissu adipeux ou par les muscles adjacents. Environ la moitié des IDL formés sont recaptés

directement par le foie via un récepteur reconnaissant apoB [87]. Les triglycérides des IDL
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restants sont hydrolysés par une autre enzyme, la lipase hépatique (HL) générant ainsi des LDL
[88]. Environ 75% des LDL sont captés par le foie via les récepteurs spécifiques de apoB, 24%
sont distribués dans les autres tissus et 1% des LDL sont retirés de la circulation par des cellules
présentant des récepteurs "éboueurs” (CD36 et SR-A). Ces récepteurs reconnaissent la forme
apoB oxydée présente lorsque les LDL persistent trop longtemps dans la circulation.

Par la voie exogéne, les acides biliaires et le cholestérol issus du foie ainsi que les lipides
provenant de l'alimentation forment les chylomicrons dans lintestin. lls portent a leur surface
les mémes apoprotéines apoE et apoC2 que les VLDL plus une variante d’apoB intestinale
(apoB48). lls se transforment en résidus de chylomicrons par perte de triglycérides aprés
hydrolyse de la LPL au niveau des capillaires sanguins. Les résidus de chylomicrons, enrichis en
apoE, sont ensuite directement recaptés par le foie via les récepteurs reconnaissant apoE et via
des récepteurs apparentés aux récepteurs des LDL, les LRP (LDL receptor related protein) et
sont catabolisés par la HL au sein des hépatocytes [89].

Les HDL ont une fonction propre dans le transport inverse du cholestérol des cellules
périphériques vers le foie. Trois mécanismes distincts régulent la sortie de cholestérol stocké a
I'intérieur du foie et des macrophages [90] :

- la voie du transporteur ABCA1l (ATP-binding cassette transporter Al) : présent au
niveau du foie, de lintestin et des membranes des macrophages, ce transporteur est
'accepteur préférentiel de apoA-1, pauvre en lipides et qui déclenche l'efflux de
cholestérol cellulaire et de phospholipides. Cet efflux permet de former des pré-HDL
ayant incorporé apoA-1 et qui deviennent sphériques et matures (HDL3). Apres
estérification du cholestérol par la Iécithine-cholestéro-acyl-transférase (LCAT) ils
deviennent des HDL2 plus gros et plus denses.

- la voie du récepteur "éboueur” SR-B1 (scavenger receptor B1) : cette voie est apoA-1
indépendante et permet le passage de cholestérol libre de la cellule vers les HDL
matures.

- la diffusion passive : comme son nom lindique, cette voie d’efflux du cholestérol
s'effectue directement a travers les membranes cellulaires sans intervention de

récepteurs ni de facteurs régulateurs externes.
Les voies ABCALl et SR-B1 sont modulées par la concentration intracellulaire en

cholestérol. Une augmentation intracellulaire en cholestérol se traduit par une augmentation de la

synthese des récepteurs X du foie (LXR : liver X receptor) qui, dimérisés aux récepteurs X aux
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rétinoides (RXR : retinoid X receptor), activent la synthése des récepteurs ABCA1 et SR-B1, ce
qui facilite I'efflux de cholestérol vers le milieu extracellulaire (Figure 11).

CHOLESTEROL

'

Oxystérol

N\

+

Y
+

() 1)

LXRE N
Génes des transporteurs

ABCA1l et SR-B1

Figure 11: Influence du cholestérol intracellulaire sur la synthése des récepteurs ABCA1 et SR-B1.
Les oxystérols formés a partir du cholestérol intracellulaire activent la synthése de LXR qui se dimérise
alors avec RXR. Ce complexe se fixe sur son élément de réponse (LXRE : liver X response element)
présent dans la zone de régulation des génes des transporteurs ABCAl1 et SR-B1l. Les protéines
transporteurs formées seront transférées au niveau des membranes cellulaires ou elles pourront accomplir
leur fonction et ainsi diminuer la quantité de cholestérol intracellulaire.

Les HDL2 ainsi formés passent dans la circulation et échangent leur cholestérol estérifié
par des triglycérides cédés par les VLDL et IDL et ce, a l'aide de protéines de transport des
esters de cholestérol (CETP) et de protéines de transfert de phospholipides (PLTP). Les
triglycérides des HDL2 ainsi formés sont hydrolysés par la HL convertissant les HDL2 en HDL3
accepteurs de cholestérol intracellulaire. Alternativement, le cholestérol estérifié des HDL2 peut
étre délivré au foie par lintermédiaire des récepteurs SR-B1 présents a la surface des
hépatocytes aboutissant également a la formation de HDL3. Enfin, les HDL2 peuvent étre

catabolisés directement par le foie.

La CRP interagit directement avec ce systeme. Elle est capable de se lier aux LDL et aux
VLDL [91] mais semble fixer de maniére préférentielle des formes particulieres de LDL telles
que les LDL oxydées [70] ou modifiées de maniere enzymatique [92]. Le complexe ainsi forme
peut induire et réguler la cascade du complément. Il est maintenant clairement défini que les
LDL modifiées de maniére enzymatique (E-LDL) sont capables de déclencher la cascade du
complément de deux manieres distinctes. La premiere, CRP dépendante, se produit en présence

de faibles concentrations de E-LDL, probablement lors des phases précoces de I'athérosclérose.
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La cascade du complément est alors stoppée avant la formation du complexe d'attaque
membranaire C5b-9. La seconde, indépendante de la CRP mais en présence de fortes
concentrations en E-LDL, se produirait a des stades avancées de la pathologie lors de
I'acumulation des E-LDL dans la lésion [93]. Le complexe CRP/LDL peut également induire la

fonction phagocytaire des macrophages et ainsi favoriser leur transformation en cellules

spumeuses lors de I'évolution de la plaque d’athérome [94].

ll. La CRP, biomarqueur de risque indépendant de survenue de maladies

cardiovasculaires

bY

L’identification de la CRP en tant de biomarqueur de linflammation, a des
concentrations plus faibles que celles mesurées lors de la phase aigué, a permis d’étendre les
études cliniques et de déterminer que cette protéine agissait également en qualité de biomarqueur
de l'athérosclérose et de la survenue de complications. [95]. De nombreuses études
épidémiologigues prospectives ciblées chez des patients apparemment sains [43, 96], ou
présentant un angor stable ou un syndrome coronaire aigu [97, 98], ou un infarctus myocardique
ou un syndrome meétabolique [99] ont permis de démontrer un lien significatif entre un niveau
basal de CRP élevé et le risque d'accident cardiovasculaire (Figure 12). Il a été également
démontré que la concentration de CRP était corrélé avec le risque d’accident vasculaire cérébral
ischémique [100], la mort subite d’origine cardiaque [101], I'arthériopathie périphérique [102] et

la resténose a la suite d’'une angioplastie transluminale percutanée [103].
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Figure 12: Etudes prospectives depuis 1996 liant le niveau de CRP et le risque de survenue d’un premier événement
cardiovasculaire respectivement dans le cadre d’accidents vasculaires cérébraux, de maladies coronaires, de
maladies cardiovasculaires, d'infarctus du myocarde et de maladies artérielles pulmonaires selon I'étude.
D’aprés Ridker [104, 105] (modifié).
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Les techniques initiales de dosage de la CRP par immunoprécipitation avaient un seuil de

sensibilité élevé (5mg/L) mais qui restait acceptable pour la mise en évidence de la CRP en tant

gue marqueur de I'inflammation. L’acceptation de la CRP en tant que biomarqueur indépendant

du risque cardiovasculaire et la mise au point du dosage ultra-sensible de la CRP (hsCRP) par

des techniques ELISA ou de néphélémétrie a permis de descendre le seuil de sensibilité (<0,2

mg/L) de la technique et ainsi définir 3 groupes [41] :

groupe a faible risque avec des niveaux en CRP < 1mg/L

groupe a risque modéré avec des niveaux en CRP compris entre 1 et 3 mg/L

groupe a risque élevé avec des niveaux en CRP supérieur a 3 mg/L. Les niveaux

supérieurs a 10 mg/mL ne sont pas utilisés pour définir un risque de développer un

accident cardiovasculaire car ces valeurs entrent dans un contexte inflammatoire.

Ces groupes ont été définis a partir de résultats d’études cliniques de mortalité ou de suivi de

survenue d’événements cardiovasculaires sur plusieurs années. Il a été démontré qu’une

concentration élevée en CRP est corrélée avec une augmentation du risque d'accident

cardiovasculaire que les sujets soient sains ou non (Figure 13).
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Figure 13: Corrélation entre la concentration en CRP plasmatique et le risque d'accident cardiovasculaire chez des
sujets apparemment en bonne santé (A) ou présentant un syndrome métabolique (B). D'apres Ridker [99]
(modifié).

Avant l'utilisation de la CRP comme marqueur prédictif, ce sont les taux de cholestérol

plasmatiques (cholestérol total, LDL-cholestérol et HDL-cholestérol) que I'on prenait en compte

pour évaluer le risque d’accident cardiovasculaire. Une classification avait été établie afin de lier
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les concentrations en cholestérol total, LDL-cholestérol et HDL-cholestérol avec une estimation
du risque cardiovasculaire [106]. Cependant, un grand nombre d’événements cardiovasculaires
n'étant pas été associés a une hyperlipidémie [41], la CRP a été préférée en tant que marqueur
prédictif du risque cardiovasculaire [107] (Figure 14).

La CRP et les LDL ne sont pas les seuls marqueurs connus pour évaluer le risque
d’événement cardiovasculaire. D’autres marqueurs de l'inflammation tels que le nombre élevé
de leucocytes [108-110], le fibrinogene [111, 112], les immunoglobulines sériques [113, 114],
les facteurs C3 et C4 du complément [115], I'amiloide A sérique (SAA) [43, 116], l'interleukine
1 beta (IL-1f) [117] et son récepteur soluble (SIL-1R) [118].42 [114, 119], I'lL-6 [43], I'lL-

18 [120], le facteur nécrosant des tumeurs (@NR18], les formes solubles des molécules
d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et ELAM-1 [43, 121], la sélectine P et sélectine E [122], la
sPLA-2 [123], la phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (Lp-PLA2) [124], la néoptérine
[125], la protéine A associée a la grossesse (PAPP-A) [126], le ligand CD40 soluble [127, 128],
les métalloprotéinases matricielles 2 (MMP-2) et 9 (MMP-9) [129-131], certains antigénes de
surface des leucocytes ainsi que certains biomarqueurs de l'activation leucocytaire dont la
myéloperoxydase (MPO) et le facteur tissulaire (TF) [132, 133] ont pu étre associés a certaines
pathologies cardiovasculaires ciblées, mais ne semblent pas avoir un pouvoir prédictif et une

étendue aussi importants que la CRP.
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Figure 14: Survie sans événement cardiovasculaire évalué en fonction des taux initiaux de CRP et de LDL. D’apres
Ridker [41] modifié. Quelque soit le niveau de LDL, une CRP élevée suffit a diminuer la probabilité de
survie sans événement cardiaque. De plus, une CRP élevée couplée a un niveau élevé de LDL diminue de
maniére importante cette probabilité.
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Par ailleurs, d’autres marqueurs ont été mis en évidence mais leur impact clinique est
modeste. Parmi eux, 'homocystéine [134-136], la lipoprotéine a (Lp(a)) [137], l'inhibiteur de
I'activateur du plasminogene (PAI-1), I'activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA) [138], la
troponine | ou T [139], le peptide natriurétique de type B (BNP) [140], ou encore certains

biomarqueurs du stress oxydatif [107].

La mesure simultanée de plusieurs de ces biomarqueurs, en général troponine Ic ou Tc
(biomarqueurs de dommages myocardiques), peptides natriurétiques (biomarqueur de stress
cardiaque), protéine C-réactive (biomarqueur dinflammation systémique) et cystatine C
(biomarqueur de dysfonction rénale) permettrait d’améliorer la prédiction de la survenue de
I'athérosclérose et de ses complications. Dans une étude récente, il a été montré que la prise en
compte d’au moins deux de ces biomarqueurs prédisait significativement la survenue du déces
chez des hommes d’age moyen avec ou sans maladie cardiovasculaire au début de I'étude [141].

Ces résultats démontrent I'importance pronostique de I'élévation des biomarqueurs y
compris chez des patients indemnes de toute pathologie cardiovasculaire. De plus, comme
certains facteurs de risque (age et sexe) ne sont pas modifiables, les biomarqueurs pourraient étre
utilisés pour la titration de certains traitements (par exemple les statines) dans le cadre de
prévention des maladies cardiovasculaires. |l est pour cela nécessaire de documenter les
mécanismes biologiques qui pourraient mettre en évidence une relation causale entre le
biomarqueur et la survenue des complications cardiovasculaires, au-dela des relations statistiques

entre concentration du biomarqueur et survenue des complications cardiovasculaires.

lll. La CRP, actrice dans la pathologie cardiovasculaire

De nombreuses études fondamentales ont permis de corréler la présence de CRP avec le
processus athéromateux, qui est a l'origine de la plupart des pathologies cardiovasculaires. En
effet, la CRP est retrouvée a de fortes concentrations au niveau des plaques d’athérome. De plus,
il s’avere de plus en plus évident qu’il existe une relation causale entre la CRP et l'initiation et
I’évolution de I'athérosclérose. Sous I'action de divers stimuli, la synthése de la CRP peut étre
activée mais la CRP est également capable d’induire la synthese d’autres ARNm et protéines

dans différents types cellulaires impliqués dans I'athérosclérose.

40



Revue Bibliographique

[1l.1 Le processus athéromateux

L'athérosclérose est défini par I'Organisation Mondiale de la Santé comme une
"association de remaniement de l'intima des arteres de gros et moyen calibre consistant en une
accumulation locale de lipides, glucides complexes, de sang et de dépbts calcaires, avec
remaniements de la média". L’athérosclérose est un type d’artériosclérose, cette derniére
désignant I'épaississement de l'intima artérielle avec amincissement fibreux de la média. A la
différence de l'athérosclérose, I'artériosclérose touche aussi les arteres de petit calibre et les

artérioles.
[ll.1.a Les données anatomo-histologiques

Les artéres sont constituées de trois couches entourant la lumiére et qui sont, de

I'intérieur vers I'extérieur du vaisseau : I'intima, la média et I'adventice (Figure 15).
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Figure 15: Structure de la paroi artérielle. D’aprés http://www.123bio.net

L’intima est constituée d’une unique couche de cellules endothéliales imbriquées les unes
dans les autres qui est entourée de tissu conjonctif fibro-élastique ou se forme la plague
d’athérome et d’'une lame de fibre élastique constituée d'élastine appelée limitante élastique
interne. La média est la couche la plus épaisse de I'artere et est constituée de cellules musculaires
lisses (une couche pour les artérioles et plusieurs pour les grosses artéres élastiques) et pour les
gros vaisseaux d’'une lame d'élastine, la limitante élastique externe. L’adventice ou tunique
externe est constituée, quant a elle, de tissu conjonctif riche en collagene et en fibres élastiques

contenant des fibroblastes et des adipocytesada vasorunfdes vaisseaux dans les vaisseaux)
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qui ont un réle nourricier pour I'adventice et pour la partie externe de la média, d’'un réseau de
nerfs vasomoteurs non myélinisés rejoignant les fibres musculaires de la média et d'une

enveloppe qui permet 'ancrage des arteres aux structures avoisinantes.

Les différents types cellulaires présents dans cette compartimentation possédent des
fonctions propres. Les cellules endothéliales ont, entre autres, une fonction de transport des
lipoprotéines et peuvent agir par I'intermédiaire de médiateurs sur les plaquettes et sur les
cellules musculaires lisses. Les cellules musculaires lisses ont avant tout une fonction contractile
régulée par les cellules endothéliales mais également un réle dans la sécrétion de matrice

extracellulaire et dans le catabolisme des LDL.

Lors du vieillissement de la paroi artérielle, les fonctions cellulaires se modifient. La barriere
endothéliale devient plus perméable aux LDL et aux leucocytes circulants. Les cellules
musculaires lisses perdent peu a peu leur fonction contractile vers une fonction sécrétoire

conduisant a la synthese de collagene responsable de la fibrose de la paroi fttt]elle

En 1994, Stary a proposé une division en 8 étapes de la genése de la plaque d’athérome
[143, 144] (Figure 16)
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Figure 16: Modele de la genese de la plaque d'athérome. D'aprées Stary [143, 144]

L’American Heart Association (AHA) a adopté une slfisation histogénétique
reconnaissant 6 types lésionnels successifs [145]. La phase | ou Iésion initiale peut étre observée
des la petite enfance. Elle peut également exister chez des adultes possédant des artéres
résistantes aux lésions ou avec une faible athérosclérose. Cette phase n’est pas observable a I'cei

nu mais il a été démontré par microscopie et chimiqguement I'existence de petits groupes isolés
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de cellules spumeuses (macrophages surchargés en esters de cholestérol apportés par les LDl
oxydées) et de macrophages dans l'intima.

Le premier signe visible du processus athéromateux est la formation de stries lipidiques
pouvant apparaitre dés I'enfance (phase Il) et se présentant sous la forme de lésions jaunatres,
sans relief ou quasiment sans relief, sous forme de lignes allongées paralléles au flux sanguin
(Figure 17). Ces structures sont réversibles mais peuvent également évoluer vers la plague
d’athérome. Elles sont constituées par I'agrégation de cellules spumeuses disposées en couches
et non plus en Tlots comme en phase I. A ce stade, les cellules spumeuses formées sont issues d
macrophages mais également de cellules musculaires lisses. On trouve également un grand
nombre de macrophages n'ayant pas incorporé de cholestérol ainsi que des lymphocytes T,

moins nombreux que les macrophages, ainsi que quelques cellules mastocytaires.

lesion Typell

Figure 17: Schématisation de la Iésion de type Il montrant 'accumulation de cellules spumeuses dans l'intima (a
gauche) selon Stary [146] modifié. A droite, aorte présentant des lésions de phase Il ou stries lipidiques
(fleche). D’aprés www-medlib.med.utah.edu/ kw/sol/sss/subjl.html.

Il existe deux sous-classes de lésion de type Il: la lésion de type lla ou lésion
"prédisposée" colocalisée avec les cellules spumeuses de phase | et la Iésion de type IIb ou Iésion
“résistante"”, la plus observée, présente a des niveaux ou lintima est fin avec peu de cellules
musculaires lisses et qui ne progresse pas ou tres lentement. Les deux sous-classes se
différencient, en plus de leur localisation, par la présence dans les lésions de type lla de cellules
musculaires lisses, d'une matrice extracellulaire importante, d'une grande quantité de
lipoprotéines, d'une accumulation de macrophages sans cholestérol prés de la surface
endothéliale ainsi que la présence de gouttelettes et de particules lipidiques extracellulaires.

Chez le jeune adulte, le pré-athérome ou lésion intermédiaire (Iésion de type Il) fait le
pont entre les Iésions de type Il et I'athérome. On y observe une accumulation de gouttelettes

lipidiques extracellulaires en petite quantité sous les cellules spumeuses mais sans formation
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d'un véritable centre lipidiqgue (Figure 18). Ces gouttelettes remplacent les fibres et les
protéoglycanes de la matrice extracellulaire et désorganisent la cohérence des cellules

musculaires lisses impliquées dans les Iésions de type II.

Figure 18: Schématisation de la lésion de type Il selon Stary [147] (modifié).

Aucune manifestation clinique n’est associée a ces trois types lésionnels précoces.

La lésion de type IV ou athérome (Figure 19) constitue la premiére Iésion dite avancée
car une grande désorganisation dans l'intima est causée par la formation d’'un centre lipidique
eégalement nommé centre athéromateux. Ce centre lipidique résulte de la confluence des flots
isolés de lipides définis dans les Iésions de type 1ll [148]. Le centre lipidique épaissit la paroi
artérielle mais ne diminue pas la taille de la lumiére vasculaire. Ce sont les limites externes de
I'artere qui sont augmentées [149]. Entre le centre lipidique et la surface endothéliale, on note la
présence de cellules spumeuses ainsi que quelques lymphocytes [150] et quelques cellules
mastocytaires, souvent plus concentrés a la périphérie de la Iésion, plus vulnérable a la rupture
du fait notamment de la présence abondante de macrophages et de MMP-9 a cet endroit. On y
trouve également des protéoglycanes et peu de collagéne ce qui peut favoriser la future
formation de fissures (Iésion de type VI). Des capillaires bordent le centre lipidique a proximité

de l'artére.
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Figure 19: Schématisation de la Iésion de type IV selon Stary [147] (modifié) a gauche. A droite, photographie
d’'une lésion de type IV dans une artére coronaire. A : adventice, M : media, CL : centre lipidique, CS:
cellules spumeuses. D’aprés Stary [147] modifié.

La formation d’'un centre lipidique précede la mise en place d’'un tissu fibreux ou chape
fibreuse composé essentiellement de collagénes fibrillaires de type | et Ill mais également de
glycoprotéines de structure (fibronectine) et de glycosaminoglycanes (chondroitines sulfates). Ce
tissu fibreux se forme entre le centre lipidique et la couche de cellules endothéliales et caractérise

une lésion de type V (Figure 20).
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Figure 20: Schématisation de la Iésion de type V selon Stary [147] (modifi€)

Les capillaires & proximité du centre lipidique peuvent étre plus larges et plus nombreux
gue dans les lésions de type IV. La classification de ’'AHA reconnait 3 sous-classes de Iésions de
type V. La lésion de type Va ou fibro-athérome ou plaque d’athérosclérose ou plague
fibrolipidique est caractérisée par la présence de plusieurs centres lipidiques séparés par des
couches épaisses de tissu fibreux. Dans certains cas, le centre lipidique ainsi que le tissu fibreux
de la Iésion sont calcifiés. Il s’agit de Iésion de type Vb, équivalente a la Iésion de type VII
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décrite par Stary [144]. La lésion de type Vc (ou lésion de type VIII selon Stary [144]) ne
comprend pas de centre lipidique et contient peu de lipides en général. Elle est caractérisée
comme une plaque fibreuse ou I'intima normal est remplacé et épaissi par du tissu fibreux. Cette
lésion est le résultat d’'un ou plusieurs phénomenes tels que l'organisation du thrombus,
I'extension d’un fibro-athérome adjacent ou la résorption du centre lipidique.

Dans les lésions de type V, les cellules musculaires lisses présentes au niveau de la media
et proches de l'intima sont désorganisées et moins nombreuses. On observe également une
accumulation de lymphocytes, de macrophages et de cellules spumeuses dans la media et

'adventice.

Les Iésions de type IV et V subissant des complications peuvent devenir des Iésions de

type VI ou plague compliquée (Figure 21).

Type W

~ | hrombus

N Fissure et

hématame

Figure 21: Schématisation de la Iésion de type VI selon Stary [147] (modifi€)

Il existe 3 types de lésion de type VI selon la complication qui I'a provoquée. La Iésion
de type Vla ou ulcération est le résultat d’'une perte d’une partie des cellules endothéliales a la
surface de la plaque d’athérosclérose conduisant a la rupture de cette plaque. En cas de Iésion
étendue, on peut observer ce type de lésion de maniére macroscopique sous forme d’'une
dépression ou d’'un cratére. Ce type de Iésion peut ne concerner que la partie superficielle de la
chape fibreuse mais peut aussi provoquer la perte du centre lipidique en profondeur. La rupture
peut étre également microscopique sous forme de micro-ulcérations et difficile a visualiser en
imagerie vasculaire. La formation d’'un hématome intraplaque ou d'une hémorragie est une
complication qui caractérise une lésion de type VIb. Une collection sanguine est formée a
l'intérieur de la plaque par une ulcération ou par rupture, sous diverses contraintes
hémodynamiques, de néo-vaisseaux de la plague. L’hématome se forme dans le centre lipidique,
ce qui augmente rapidement le volume de la plaque. La lésion de type Vic ou thrombose
représente la complication majeure de I'athérosclérose. Elle se produit sur une plague qui a perdu
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son revétement endothélial anti-thrombotique lors d’une ulcération et peut étre totalement ou

partiellement occlusive selon le calibre des artéres. Cette |Iésion peut évoluer par la mise en place
d’un tissu conjonctif a la place du thrombus ce qui stabilise ce dernier et diminue le risque

d’embolie. Ce remplacement s’effectue apres destruction par les macrophages de la fibrine ainsi
que des cellules incluses dans le réseau de fibrine. La libération de médiateurs par les
macrophages favorise la formation de néo-vaisseaux et la migration des cellules musculaires
lisses de la paroi artérielle vers le site de la thrombose. Plusieurs complications peuvent étre

observées simultanément (Figure 22).

Figure 22: Lésion aortique athéromateuse compliquée avec rupture de sa chape fibreuse (CF). La photographie
montre I'étendue du centre lipidique (CL) avec une zone hémorragique centrale issue de I'entrée de sang a
partir de la lumiére vasculaire. M : média ; T : thrombus. D’aprés www.medscape.com (modifi€)

I11.1.b Les données moléculaires et cellulaires

L’initiation du phénomene athéromateux se fait bien en amont de la formation de cellules
spumeuses. L’ensemble du phénoméne est déclenché a partir d’'une dysfonction endothéliale qui
peut étre provoquée par divers facteurs comme le régime alimentaire (génération de particules de
LDL cholestérol modifiees ou oxydées ou concentrations élevées d’acides gras polyinsatures),
un stress mécanique, I'hypertension, une infection virale et/ou bactérienne, un taux élevé en
homocystéine, une hyperglycémie, I'obésité, certaines toxines (issues du tabac par exemple) ou
d’autres agents comme la CRP [151]. Ces facteurs influencent la perméabilité de la barriere
endothéliale et provoquent la synthese de nombreux ARNm et protéines dont celui de la NO
synthase endothéliale (NOS3). L'augmentation de la perméabilité permet la diffusion passive des
particules de LDL par les jonctions des cellules endothéliales du sang vers l'espace sous-
endothélial. L'accumulation de ces LDL se situe a des sites favorables a la formation de la future
lésion et implique des interactions entre les lipoprotéines ApoB des LDL et les protéoglycanes
de la matrice [152]. Les LDL natifs ne peuvent pas étre captés par les macrophages. Elles
doivent subir une modification préliminaire dans la paroi artérielle [153] que ce soit par
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oxydation, glycation, lipolyse, protéolyse, agrégation ou incorporation dans des complexes
immuns [154]. Ces modifications s’effectuent via certaines enzymes dont la NO synthétase 2
(NOS2) [155], les 12/15-lipoxygénases (12-LO et 15-LO) [156], la sphingomyélinase (SMase)
[157], la s-PLAZ2 [158, 159], la MPO [160] ou d’autres lipases (Figure 23).

Cellules
endothéliales

LDL "natifs"

- MPO

\4‘? Lipases <

Macrophage

LDL "oxydees" ....

Figure 23: Les principales enzymes impliquées dans I'oxydation des LDL peuvent étre d'origine endothéliale ou
macrophagique. Les especes réactives de l'oxygéne (ROS) peuvent étre produites directement par les
macrophages ou indirectement via la 15-lipoxygénase (15-LO). La myéloperoxydase (MPQO) génére des
espéces hautement réactives de Il'oxygéne responsables de Il'oxydation des LDL alors que la
sphingomyélinase (SMase) favorise I'agrégation des lipoprotéines oxydées augmentant ainsi la capture par
les macrophages. La phospholipase A2 sécrétoire (sSPLA2) est capable, quant a elle, d’hydrolyser les
phospholipides des LDL, libérant alors un produit lipidique pro-inflammatoire.

Cette oxydation forme des LDL Iégérement oxydées posseédant une activité pro-
inflammatoire. L'accumulation dans un premier temps de LDL Iégérement oxydées inhibe la
production d’oxyde nitrique (NO) qui est un puissant médiateur anti-athérogéne avec un role trés
important dans le phénoméne de vasorelaxation. Cette accumulation stimule également la
production par les cellules endothéliales de molécules pro-inflammatoires comme I'IL-6 [161],
certaines molécules d’adhésion comme le facteur de von Willebrand, la sélectine P (CD62P) et
sélectine E (CD62E), ICAM-1, VCAM-1 [162, 163], PECAM-1 (Platelet-Endothelial Cell
Adhesion Molecule-1), des protéines chimioattractantes pour les monocytes et les lymphocytes
comme MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1) [164] ou des facteurs de croissance tel que le

M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) [165].
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Les monocytes circulants vont fixer les protéines MCP-1 par l'intermédiaire de leur
récepteur CCR2 (beta chemokine receptor 2) ce qui va faciliter leur migration au niveau de la
barriere endothéliale [166, 167]. Les molécules d’adhésion PSGL-1 (P-Selectin glycoprotein-1
Ligand) des monocytes vont alors permettre I'adhésion aux sélectines P présentes a la surface
des cellules endothéliales activées (Figure 24). Cette fixation de faible affinité et réversible va
permettre aux monocytes de "rouler" ("rolling) le long de la barriere endothéliale par fixation

successive aux différentes sélectines de surface.

’ Cellule Endothéliale
S5

of — Monocyte

Figure 24: Les marqueurs de surface des monocytes responsables de l'interaction avec les cellules endothéliales.
D’apres http://www.biocarta.com/pathfiles/h_monocytePathway.asp (modifié)

L’endothéline 1 (ET-1), un puissant vasoconstricteur jouant un role dans I'athérosclérose
[168], peut favoriser I'adhésion ainsi que le "rolling" des leucocytes par un mécanisme
sélectine P-dépendant [169]. La vitesse de "rolling" diminue lorsque l'intégdngrésente a la
suiface du monocyte interagit avec l'intégrine VCAM-1 des cellules endothéliales [170]. Le
monocyte stoppe sa migration et adhére avec une forte affinité a la barriére endothéliale lorsqu’il
y a interaction entre I'intégrine VLA-4 (Very Late Antigen-4o#p1 integrin) du monocyte et
I"intégrine VCAM-1 ou CS-1 (fibronectin containing segment-1) des cellules endothéliales [171,
172] ainsi qu’entre LFA-1 (Lymphocyte Function associated Antigen-1) du monocyte et
ICAM-1 des cellules endothéliales [173].

La transmigration ou diapédése est facilitée par la fixation des monocytes aux molécules
d’adhésion PECAM-1 [174], VCAM-1 mais aussi par la présence en grande quantité de MCP-1

49



Revue Bibliographique

dans l'intima [175] (Figure 25). D’'autres molécules telles que la lysophosphatidylcholine [176],
formée par l'oxydation des LDL, l'interleukine-8 (IL-8) [177], produite par les monocytes,
peuvent également participer, par leur fonction chimioattractante, au recrutement et a la

transmigration de cellules leucocytaires.
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Figure 25 : Recrutement des monocytes circulants apres activation de I'endothélium vasculaire. D’apres
www.helsinki.fi/ml/ biotiet/biokemia/lag/Fig9.html (modifié). L'expression des sélectines et des intégrines
est décalée dans le temps avec une zone de co-expression, ce qui permet de contrdler la capture et la vitesse
de "rolling" des monocytes.

Le facteur de croissance M-CSF induit la différenciation des monocytes entrés dans
l'intima en macrophages et augmente I'expression, par PPHARS8], TNFa ou l'interféron
ganma (IFNy), de récepteurs éboueurs CD36 et SR-A a la surfasenthcrophages. Cette
différenciation peut également étre régulée par le lipopolysaccharide (LPS) par l'intermédiaire
du récepteur CD14 monocytaire/macrophagique conjugué au récepteur TLR4 (Toll-Like receptor
4) [160], par la protéine HSP-60 (Heat Shock Protein-60) via le récepteur CD14, par le PAF
(Platelet Activating Factor) ou par une régulation autocrine des cytokines libérées par les

macrophages.

Les monocytes ne sont pas les seules cellules circulantes a étre impliguées dans
I'initiation et la propagation de la Iésion. L'accumulation de LDL |égerement oxydées sous la
barriere endothéliale, mais aussi la présence d'llpRrmettent le recrutement de lymphocytes T
(LT). Comme les monocytes, les LT se fixent aux cellules endothéliales par leur intégrine VLA-
4 ou CS-1 [179, 180] (Figure 26) mais peuvent utiliser d’autres molécules pour I'adhésion et la
migration qui sont CXCR3 (Chemokine C-X-C motif Receptor 3), IP-10 (Interferon-gamma
inductible Protein-10), I-TAC (Interferon-inductible T cell Alpha Chemoattractant) et MIG
(Monokine induced by Interferon-Gamma) [155].
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Figure 26: Les principaux marqueurs de surface des lymphocytes permettant les interactions avec les cellules
endothéliales. D'aprés http://www.biocarta.com/pathfiles/h_lymphocytePathway.asp (modifié)

Les monocytes et les lymphocytes qui infiltrent la barriere endothéliale entretiennent une
réaction inflammatoire au sein de la Iésion qui fait intervenir les molécules CD40 et CD40L
(ligand du CD40) ainsi que certaines cytokines. Le CD40, récepteur de surface appartenant a la
famille des récepteurs du TNF, est exprimé par de nombreux types cellulaires [181, 182]. Son
ligand, le CD40L (= CD154), est exprimé majoritairement par les lymphocytes T.

Le contact entre le CD40 des macrophages et le CD40L des lymphocytes T induit une
activation de ces derniers puis une orientation vers un phénotype Thl sous l'action de I'lL-12
(interleukine 12) [183, 184] ou Th2 sous l'action de I'lL-4 (interleukine-4) [185]. Les
lymphocytes avec un profil Thl sécretent de I'lL-2 de maniére transitoire, da [I8B], des
molécules de CD40 et CD40L et surtout de I'tFNL87]. Le profil Th2 va plutét produire de
I'IL-4, de I'lL-3 (interleukine 3), de I'IL-5 (interleukine 5), de I'lL-13 (interleukine 13) et de
I'IL-10 (interleukine 10). L'IL-4 peut inhiber la formation de Thl et I'lL-12, la formation de Th2
[185] par un phénoméne de rétrocontrdle négatif.

Dans le cadre de la lésion, le profil Th1l est prédominant [188]. k' ikduit active les
macrophages qui, a leur tour, liberent des molécules pro-inflammatoires telles que le précurseur
de I'lL-1B accompagné de I'enzyme de conversion de I'llatfive (= caspase 1) [189], de I'IL-

6, du TNFo ou encore de I'lL-12 qui va favoriser le priming Tétlla synthése d’'IFN[190]. En
paalléle, la diminution d’expression des récepteurs a I'lL-4 et a I'lL-10 supprime la réponse

faite par les Th2.
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En plus de la libération de cytokines pro-inflammatoires, on observe I'expression d’'un
grand nombre de molécules chimioattractantes que sont [I'IL-8, MIRMacrophage
Inflammatory Protein alpha), MIP-1(Macrophage Inflammatory Protein beta), SDF-1 (Salom
cell-Derived Factor-1), RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and
Secreted) et MCP-1 [191, 192].

La liaison CD40/CD40L provoque également la synthese de protéases dont les
métalloprotéinases (MMP) [193, 194], capables de dégrader la matrice extracellulaire constituée
de glycosaminoglycanes, de protéoglycanes, de collagene, d’élastine, de fibronectine, de
laminine, de vitronectine et de thrombospondine. Les MMP-1, MMP-8 et MMP-13, ou
collagénases interstitielles, dégradent le collagéne de type | [195, 196] alors que la MMP-2 et la
MMP-9 (collagénases) digérent le collagene de type IV et V, la laminine, la fibronectine,
I'élastine [197, 198] etin vitro, la gélatine [194]. La MMP-3 intervient également avec un role
dans la dégradation des protéoglycanes et de I'élastine. Toutes ces MMP sont synthétisées sous
une forme inactive et sont sous le controle d’inhibiteurs tissulaires que sont TIMP-1, TIMP-2 et
a-2M [199]. La forme active n’est obtenue gqu’'aprévage par diverses enzymes ou facteurs
[200, 201].

L’interaction lymphocyte/macrophage par le CD40 et CD40L favorise la production de
molécules d’adhésion LFA-1 et ICAM-1 a la surface des macrophages ainsi que I'expression du
facteur tissulaire (TF) et la diminution de I'expression de la thrombomoduline, le récepteur anti-
coagulant de la thrombine [202, 203].(Figure 27)
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inflammatoires
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Figure 27: Facteurs influencés par l'interaction CD40-CD40L entre lymphocytes et macrophages.
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Les macrophages activés par la liaison avec les lymphocytes vont capter les LDL oxydées
et agrégées par l'intermédiaire de leurs récepteurs éboueurs CD36 et SR-A [204, 205] qui sont
les plus importants, mais aussi par CD68 et LOX-1 (Lectin-like OXidized-LDL receptor-1)
[206]. L'IFNy libéré induit une diminution des récepteurs ABCA-% deacrophages et bloque
ainsi I'efflux de cholestérol favorisant la formation de cellules spumeuses [207].

Des concentrations élevées en homocystéine [208] et/ou en angiotensine 1l [209]
stimulent la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses (CML) de I'intima vers la
média ou elles synthétisent du collagéne de type | et lll. Cette néo-matrice forme la chape
fibreuse qui stabilise la plague. Les cellules spumeuses issues des macrophages et des CML qui
ont migré et qui meurent forment le corps nécrotique de la plague avec accumulation de
cholestérol extracellulaire. La stabilité de la plaque est aussi dépendante de la calcification et de
la néo-vascularisation. La calcification est un processus actif ou les cellules de type péricytes
sécrétent un réseau matriciel qui se calcifie d’'une maniére similaire a celle des os. Ce
phénomene est sous le controle de cytokines et des oxystérols [210]. La néo-vascularisation
favorise la croissance des petits vaisseaux a partir de la média qui constituent alors un conduit

d’entrée pour les cellules inflammatoires.

Le développement du thrombus dépend de la composition et de la vulnérabilité de la
plague. Les plagues vulnérables sont caractérisées par une fine chape fibreuse et par un grand
nombre de cellules inflammatoires. L'IFNbroduit par les lymphocytes bloque la synthése de
matrice par les CML [211] et dans un méme temps, les MMP produites par les macrophages
activés dégradent la matrice existante [201]. De plus, I'apoptose des cellules inflammatoires
(macrophages et lymphocytes) associée a la formation du thrombus est responsable de
I'activation locale du facteur tissulaire qui est libéré lors de la mort cellulaire et accompagné de
microparticules apoptotiques [212]. La rupture de la plaque s’effectue souvent en bordure de la
|ésion, riche en cellules spumeuses [211]. Aprés la rupture, le collagéne sous-endothélial, le
corps lipidique et les procoagulants (TF et facteur de von Willebrand) sont exposés au sang ou se
trouvent les plaquettes et la thrombine. Les plaquettes adherent a la paroi du vaisseau via les

glycoprotéines plaquettaires et forment le thrombus [172].
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[1l.1.c Les modeéles animaux

Les mécanismes cellulaires et moléculaires de l'athérosclérose ont pu étre en partie
démontrés grace a différents modéles animaux de rats, de lapins et surtout de souris knock-out
(KO) ou transgéniques, n’exprimant plus ou sur-exprimant une protéine impliquée dans la
genése de la plaque. Dans le cadre de I'athérosclérose, les souris Apo E -/-, lipoprotéine E
déficientes, sont largement utilisées. Elles présentent un niveau élevé en cholestérol et
développent des Iésions athéromateuses importantes.

Différentes enzymes responsables de la dysfonction endothéliale initiale ont été étudiees
chez des souris mutantes Apo E -/- 12/15L0O -/- [213] ou chez des souris déficientes pour les
récepteurs aux LDL (LDLR -/-) sur-exprimant la 15LO [214]. La fonction de la NOS2 (NOS
inductible) a pu étre également observée a l'aide de souris Apo E -/- NOS2 -/- [215] et chez des
lapins hypercholestérolémiques [216] alors que la sSPLA2 a été étudiée a partir de souris
transgéniques exprimant la SPLA2 humaine [158, 159].

L’étude de la composante inflammatoire a permis de démontrer que I'lL-6 n’était que peu
impliquée dans la genése de la plague, et ce, grace a des souris doubles KO LDLR -/- IL-6 -/-
comparées a des simples mutantes LDLR -/- [217]. A I'opposé, des souris Apo E -/- ofi I'lL-1
est inhibée par fixation sur son récepteur antagoniste IL-1Ra présentent un développement
moindre de la plaque d’athérome [218].

Le role des sélectines et des intégrines dans la capture, le rolling et la diapédese des
monocytes a été précisé grace a des souris sélectine P déficientes (P-/-), a des souris combinan
la déficience en sélectine P et en sélectine E [219] mais aussi chez des souris Apo E -/- [220] et
chez des souris double KO Apo E -/- ICAM-1 -/- ou Apo E -/- sélectine P -/- [221].

Les souris KO pour le facteur de von Willebrand (VWf -/-) croisées avec des souris
LDLR -/- présentent une diminution de I'ordre de 50% du rolling monocytaire par rapport aux
souris LDLR -/- seules [222] ce qui implique une fonction de ce facteur dans I'adhésion des
monocytes aux cellules endothéliales.

Les propriétés de MCP-1 et son implication dans le phénoméene athéromateux ont été
mises en évidence chez des souris KO Apo E -/- et sur-exprimant MCP-1 [223], déficientes en
MCP-1 [224] mais aussi chez des lapins élevés en conditions hypercholestérolémiques [225]. La
régulation de la synthése de MCP-1 a été étudiée chez des souris transgéniques apo (a) et che:
des souris LDLR -/- [226] et l'implication de son récepteur CCR2 dans le recrutement
monocytaire et macrophagique a été démontré chez des souris double mutantes Apo E -/-
CCR2 -/- [166, 227].
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L'activation monocytaire par MCSF a pu étre étudié chez des souris Apo E -/- pour
lesquelles il manquait également le géne MCSF [228]. Les récepteurs éboueurs (CD36 et SR-A)
et leurs inducteurs d’expression ont également été des cibles d’études privilégiées a l'aide de
souris Apo E -/- SR-A-/- [229], LDLR -/- SR-A -/- [230], de souris doubles mutantes
ApoE3Leiden SR-A -/- [231], Apo E -/- CD36 -/- [232], de souris LDLR -/- traitées avec des
agonistes de PPAR233] ou de souris PPAR/- [234].

L'utilisation d’anticorps dirigés contre CD154 (CD40L) chez des souris LDLR -/- [235]
ou l'étude des souris Apo E -/- CD154 -/- [236] ont permis de démontrer I'importance des
interactions entre lymphocytes et macrophages dans le développement final de la Iésion.

En aval de cette activation cellulaire, 'importance de IHfe¥len particulier du récepteur
IFNYR a pu étre prouvée chez les souris double KO Ape EFNYR -/- [237].

Certaines protéines du remodelage de la matrice extracellulaire ont également fait I'objet
de plusieurs études avec l'utilisation de souris KO pour MMP-9 [238] ou pour MMP-2 [239]
démontrant ainsi une implication de ces protéines dans la dégradation et la réorganisation du

collagene ou de maniéere plus générale dans le taux de survie aprés accident vasculaire.

L'utilisation de ces modéles animaux représente donc une approche trés intéressante pour

I'étude fonctionnelle des protéines impliquées tout au long du processus athéromateux.

[11.2 Implication de la CRP dans la pathologie

L’analyse des effets biologiques de la CRP dans I'athérosclérose humaine est
d’autant plus compliguée qu’il n’existe pas de modéles animaux parfaits. Une limite des modeéles
de souris génétiguement modifiées réside dans le fait que les protéines associées a la phase aigu
de l'inflammation sont différentes chez 'Homme et la souris. Alors que la CRP a été définie
comme protéine majeure de l'inflammation chez I'Homme, elle n’a qu’'une fonction mineure
chez la souris, ou la protéine prédominante est la SAP (sérum amyloide P). Il est donc tres
difficile de faire un paralléle fonctionnel entre la CRP humaine et les effets observés chez la
souris.

Deux modeles animaux de souris transgéniques exprimant le gene de le CRP humaine [240, 241]
ou delapin [242] ont été utilisés pour des tests in vivo mais aucune association n’a pu étre décrite
entre la CRP et le développement d’athérosclérose [243]. La récente utilisation de ces modeles
laisse persister des doutes quant a leur qualité et leur fiabilité [241, 242]. La description des

fonctions de la CRP proviennent donc, initialement et dans la quasi-totalité, de modéles animaux
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expérimentawex vivo oun vitro et définissent, en plus de son role de biomarqueur indépendant
du risque cardiovasculaire, une fonction effectrice sur les différents types cellulaires incriminés
dans la genese de la plague d’athérome.

Depuis juillet 2008, un modele génétique de souris KO pour la CRP est disponible
(http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp? WO=2008089482&IA=US2008051665&DISPLAY=STA
TUS). Cet outil ouvre donc de nouvelles opportunités d’études sur le réle de la CRP dans le

processus de I'athérosclérose.

[11.2.a CRP et cellules endothéliales

La dysfonction endothéliale a l'origine de la genese de la plaque peut étre liée a la CRP
[151]. De nombreuses études ont permis de définir des interactions entre la CRP et les cellules
endothéliales.

La CRP semble étre corrélée avec la vasoréactivité des cellules endothéliales [244] en
diminuant la synthése de la NOS3 [245, 246], en diminuant son activité (conversion de la L-
arginine en L-citrulline avec production de NO) et sa bioactivité (sécrétion de NO conduisant a
un relachement des cellules musculaires lisses et a une vasorelaxation) dans les cellules
endothéliales aortiques (HAEC) ou veineuses humaines. L’incapacité des cellules endothéliales a
produire suffisamment de NO favorise la levée de l'inactivation des caspases et facilite
I'apoptose des cellules endothéliales [247]. La CRP diminue également, dans des cellules HAEC
et les cellules HCAEC, la libération de la prostaglandine KPI@F-19, le métabolite de la
prostacycline qui est un vasodilatateur potentiel [248]. A 'opposé, la CRP stimule la libération
d’anions superoxyde £[248] et I'activité de NOS2 en augmentant la quantité de peroxynitrite
[249] responsable de la nitration de la prostacycline synthétase (PGIS) [250] dont I'activité est
alors diminuée.

Il existe également un effet de la CRP sur le chimiotactisme et 'adhésion monocytaire.
La CRP induit I'expression de ICAM-1, VCAM-1, de la sélectine E dans des cellules HUVEC
(cellules endothéliales humaines de veine ombilicale) et HCAEC, mais aussi de molécules
chimioattractantes comme I'lL-8 ou MCP-1 [251, 252]. La CRP favorise également la libération
d’ET-1 dans l'endothélium veineux [252] mais diminue la sécrétion du facteur de von
Willebrand [253].

Les composantes inflammatoires et athérothrombotiques sont aussi régulées par la CRP.

En effet, elle induit la synthése et l'activité de PAI-1 des HAEC [254] ainsi que la production
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d’IL-6 des cellules endothéliales veineuses humaines [255]. L'IL-6 libérée se fixe aux récepteurs
de I'lL-6 et les complexes formés fixent la glycoprotéine membranaire endothéliale 130 (gp130)
[256], ce qui conserve un environnement pro-inflammatoire. L'expression de CD40 et CD40L a
la surface de cellules HUVEC et I'augmentation de l'activité de MMP-2 et MMP-9 sont
également induites par la CRP [257].

Enfin, la CRP inhibe la prolifération, la viabilité, favorise I'apoptose des cellules

endothéliales [248, 258] et inhibe I'action du complément en favorisant la synthese de DAF [80].

Cependant, certains effets de la CRP ont été trés récemment remis en cause en
incriminant la CRP commerciale, utilisée dans la majorité des expériences. La présence d'azide
de sodium, en tant que stabilisateur de la protéine, ainsi que de LPS contaminant dans la CRP
commerciale seraient responsables des effets décrits ci-dessus.

Il a été démontré que la vasorelaxation, la diminution de la NOS3 et du facteur de van
Willebrand et la régulation du facteur DAF observées avec les cellules endothéliales étaient
totalement dues a l'azide de sodium [259-262]. Dans un méme temps, il a été mis en évidence
que l'augmentation de ICAM-1 et la sécrétion d’IL-6, d’IL-8 et de MCP-1 des cellules
endothéliales étaient le résultat de la contamination de la CRP commerciale par des endotoxines
telles que le LPS [261, 263, 264].

[11.2.b CRP et cellules musculaires lisses

Des effets de la CRP sur les cellules musculaires ont également été décrits.

Une induction de la synthése des récepteurs de type 1 a I'angiotensine (AT1R) par des
cellules musculaires lisses vasculaires humaines (VSMC) a été reportée [265].

La CRP agit sur la vasoreéactivité des VSMC en augmentant NOS2 [266]. Ses effets sur la
production de NO initiée par I'lL-1parient suivant I'origine des cellules musculaiisses. Elle
augmente dans les myocytes [267] alors qu’elle diminue dans les VSMC de rat [268].

L’ARNmM de I'lL-6 et de MCP-1 est également augmenté dans les VSMC de rat [266]
apres exposition a la CRP.

Comme pour les cellules endothéliales, il a été suggéré que les contaminants présents
dans certaines préparations de CRP pourraient étre responsables des effets attribués a la CRP
Dans le cas de cellules musculaires lisses vasculaires d’aorte humaine (HASMC), la production

de NO initiée par I'lL-B est diminuée aussi bien par la CRP commercialepguéazide de
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sodium seul [269]. De plus, la relaxation observée dans les cellules musculaires lisses serait

également due a I'azide de sodium et non a la CRP [259, 270].

[1l.2.c CRP et leucocytes

Contrairement aux interactions décrites plus haut entre la CRP et les cellules
endothéliales et musculaires lisses, ses effets ne sont que peu caractérisés sur les leucocyte:
circulants. Malgré tout, différentes études décrivent un effet pro-inflammatoire de la CRP qui
induit la synthese d’IL-18 de TNF, d’IL-6 et du récepteur soluble a I'lL-6 pour les
monog/tes/macrophages [271, 272] mais également de I'lL-8, de COX-2 (cyclooxygénase-2) ou
PTGS (prostaglandine-endoperoxide synthétase 2) et de PGE2 (prostaglandine E2) pour les
cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) regroupant donc monocytes et
lymphocytes [273]. La CRP agit également sur la libération d’espéces réactives de I'oxygene en
induisant la NOS2 dans les macrophages mais aussi en produisant du peroxyde d’hydrogéene
lorsqu’elle est présente a de fortes concentrations [274]. La CRP stimule la chémotaxie et
I'adhésion des monocytes en augmentant la synthese de CCR2 et du marqueur de surface CD11b
[275, 276]. Elle a également un role dans la différenciation macrophagique en favorisant la
capture des LDL oxydées [70] mais aussi dans la déstabilisation de la plaque en stimulant la
synthese et l'activité collagénase de MMP-1 sans modifier I'expression de TIMP-1, son
inhibiteur [277]. Le rble de la CRP sur la synthese du TF reste peu documenté. Deux études ont
démontré que la CRP induisait la sécrétion de TF par les PBMC [278] mais pour les monocytes,
ni pour les macrophages seuls. En 2000, Nakagomi et al. démontrent que le TF est synthétisé
exclusivement par les monocytes et pas par les lymphocytes mais que la coopération entre les

deux types cellulaires est indispensable a cette production [279].

[11.3 Effets des traitements cardiovasculaires sur les concentrations sériques
en hsCRP

Du fait de son réle en tant que marqueur du risque cardiovasculaire mais aussi en tant
gu’effecteur dans la genése de la plaque d’athérome, la CRP est une cible thérapeutique
privilégiée. Les concentrations de hsCRP ont été proposées pour la titration des doses de certains
médicaments. Pour que la hsCRP devienne une cible thérapeutique, il serait nécessaire que son
réle dans I'athérosclérose soit compris. Différentes stratégies et traitements ont été testés afin de

réduire les concentrations sériques de CRP.
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[11.3.a Les statines

Les statines sont des inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A réductase
(HMG-CoA réductase), impliquée dans la production du cholestérol et en particulier dans la
transformation du HMG-CoA en mévalonate. Les statines induisent une baisse de tous les
métabolites en aval du mévalonate, dont le cholestérol et sont utilisées pour traiter les
hyperlipidémies. Par un mécanisme inconnu, toutes les statines induisent une diminution des
taux de CRP de 15 a 30% [280, 281] mais ne font varier ni PAI-1, ni les taux de fibrinogéne
[282]. Elles peuvent avoir des effets anti-inflammatoires [279] et baissent les taux de CRP
indépendamment de la diminution des lipides [280, 283]. Cette baisse du taux de CRP
plasmatique est retrouvée au mois 5 ans apres le début de la thérapie par statines [284]. L’action
des statines sur les taux de CRP a pu étre observée lors de la survenue d’événements coronarien
aigus [285, 286] mais également chez des sujets sains avec I'étude PRINCE [280]. L'efficacité
des statines sur la diminution du risque de survenue d'un événement cardiovasculaire semble

néanmoins plus important lorsque le taux de CRP est éleveé [42].

[11.3.b Les fibrates

Comme les statines, les fibrates ont été utilisés dans le traitement de I'hyperlipidémie
mais agissent également sur les marqueurs systémiques de l'inflammation. En effet, il a été
démontré que les fibrates diminuaient les taux de CRP par inhibition de sa synthése via
I'activation de PPAIR (Peroxysome Proliferator Activated Receptor ald2&)/], mais aussi de
fibrinogene, de TN& et d’IL-6 [288]. D’autres activateurs de PPARels que les
thiazoledinediones ont un effet similaire sur la diminution du taux de CRP dans les cas de
diabéte de type Il [289, 290].

[11.3.c L’aspirine et agents anti-plaquettaires

Connue pour ces propriétés d’activateur et d’anti-agrégant plaquettaire, I'aspirine est
également capable de diminuer les taux de CRP [291]. Deux études cliniques ont confirmé cette
baisse chez des patients traités avec de l'aspirine [132] avec une action inhibitrice
supplémentaire sur les taux d’IL-6 et d’autres cytokines inflammatoires [132]. Malgré tout, les

effets anti-inflammatoires de I'aspirine sur la CRP restent controversés [132, 292, 293].
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Les résultats obtenus avec d’autres agents anti-plaquettaires restent mitigés. Les
antagonistes des glycoprotéines llblla (GPIlIbllla) tels que I'abciximab et [I'épitifibatide
interviennent en fin de voie de signalisation de I'agrégation plaquettaire d’'une maniere plus
efficace que l'aspirine. Cependant, aucune baisse du taux de CRP n’a pu étre corrélée [294].
Deux autres agents, le clopidogrel et I'ézetimibe ont, quant a eux, été associés a une diminution
de la CRP d’autant plus importante que son taux basal était élevé. Une association du clopidogrel

avec l'aspirine optimise I'action sur la CRP [295].

[11.3.d Autres inhibiteurs

Les inhibiteurs des récepteurs a I'angiotensine Il ou inhibiteurs des récepteurs AT1, dont
le bénéfice a été démontré dans les pathologies cardiovasculaires, diminuent les concentrations
sériques de CRP [296-298]. Une étude malgré tout n'associe pas la baisse de la CRP avec
I'utilisation de ces inhibiteurs [299].

L'utilisation de B-bloquants dans des phases précoces post-infaratukres le cadre
d’'ischémies diminue les taux de CRP [300, 301] alors gu'aucun effet n'est observé aprés
intervention coronaire et utilisation debfoquants [302].

Enfin, les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'angiotensine diminuent les

concentrations de CRP, et ce dans différentes pathologies [292, 303].

[1l.3.e La perte de poids

Il a été mis en évidence une corrélation entre un index de masse corporelle élevé et une
augmentation du taux de CRP [304]. A la suite de cette observation, I'étude de la perte de poids
sur l'incidence des concentrations de CRP a été étudiée chez des femmes obéses en post-
ménopause. La perte de poids a été associée a une baisse du taux de CRP deux fois plus
importante que celle observée avec l'utilisation de statines [305] et s’effectue probablement par

diminution de I'lL-6 produit par le tissu adipeux.

[11.3.f Le régime sélectif en acides gras

Une étude récente sur les habitudes alimentaires chez des individus sains a évalué les

effets des acides gras n-3 et n-6 sur l'inflammation systémique. Chez les individus ayant une
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consommation exclusive en acides gras n-3, les taux de CRP et de TNF étaient légérement
réduits [306].
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La majorité des déces dans le monde se répartissent entre un nombre restreint de causes
(cancers, infections, problémes cardio-vasculaires...). La premiere et la plus importante d’entre
elles dans les pays industrialisés concerne les maladies cardiovasculaires et plus particulierement
I'athérosclérose et ses complications.

La probabilité de survenue des maladies cardiovasculaires prend en compte la
composante inflammatoire liée ces pathologies ainsi que les facteurs de risque tels que
I'hypertension artérielle, 'exces de cholestérol et de triglycérides, le tabac, le diabete.

L’étude du facteur inflammation a nécessité la définition et la caractérisation de
biomarqueurs. La protéine C-réactive, protéine de la phase aiglie de l'infammation, a été
considérée en 2003 par un groupement d'experts comme marqueur prédictif indépendant du
risque de survenue de I'athérosclérose et de ses complications.

Méme si I'association entre 'augmentation des concentrations en CRP plasmatique et
I'athérosclérose est aujourd’hui acceptée, de nombreuses interrogations persistent sur un role

effecteur possible de la CRP dans la pathologie.

Quelques travaux reportent de nouveaux réles de la CRP sur la biologie de la paroi
artérielle en lui associant des effets pro-athérogenes et pro-inflammatoires. Ces effets ont été
démontrés sur des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses et sur des monocytes,
cellules circulantes contribuant a l'initiation et a la progression des Iésions athéromateuses. De
méme, la CRP est présente en grande quantité dans les parois vasculaires atteintes sans que I'ol
connaisse précisément son origine.

Pour le moment, il n'a pas été défini de récepteurs spécifiques a la CRP mais nous savons
gu’elle est capable de se lier aux différents récepteurs de Fc d'immunoglobulines présents

notamment sur les cellules immunitaires.

Dans le but de comprendre les mécanismes moléculaires qui pourraient expliquer le réle
effecteur de la CRP dans la physiopathologie de I'athérosclérose, nous avons exploré les effets
de la CRP sur les monocytes humains en suivant une stratégie génératrice d’hypotheses.

Pour cela, nous avons débuté nos investigations par des expériences de screening de
genes et de protéines. La comparaison des différents profils d’expression nous a permis
d’'orienter plus finement nos recherches en sélectionnant des molécules communes aux deux

expériences et/ou pertinentes a partir d’'une des deux approches.
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La seconde étape de notre travail a consisté a regrouper toute la partie validation des
résultats obtenus et a explorer les mécanismes pouvant expliquer ces variations. Ces études ont

éte effectuées a partir de monocytes, PBMC (lymphocytes et monocytes) et cellules THP-1

(lignée promonocytaire).
L’ensemble des résultats pourra alors potentiellement permettre de mieux comprendre

I'action de la CRP sur les cellules immunitaires et de définir de nouvelles cibles thérapeutiques

afin de lutter contre la formation et la progression de la plague d’athérome.
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Tests sur les solutions de CRP commerciales

I. Analyse de la pureté

La pureté des CRP commerciales purifiées a partir de plasma humain (Sigma, St-Louis,
USA) et recombinantes (Calbiochem, VWR, Fontenay sous bois, France) ont été vérifiees par
électrophorése sur gel dénaturant d’acrylamide/bis-acrylamide (SDS-PAGE) a 12%-4% (Fiche
1). Un volume correspondant a 4ug de CRP a été déposé. Aprés une migration de 1H30 a 100V,
le gel est lavé 15min dans de I'eau distillée (H20d) sous agitation puis coloré au bleu de
Coomassie 0,5% (BioSafe Coomassie, BioRad, Hercules, USA) (Fiche 2). Le gel est "scanné”
(GS-800 Calibrated Densitometer, BioRad) et les bandes sont analysées par mesure
densitométrique (GelDoc 1000, BioRad).

[I. Répartition des formes monomériques et pentamériques

Les solutions de CRP purifiée et recombinante ont été déposées sur gel non dénaturant
d’acrylamide/bis-acrylamide 12%-4% (PAGE) (Fiche 3) et, apres électrophorése a 100V durant
1H30, les protéines ont été colorées au nitrate d’argent (Fiche 4). Les proportions des formes
monomeériques non agrégées ont été analysées par mesure densitométrique (GelDoc 1000,
BioRad).

[1l. Retrait de I'azide de sodium des solutions de CRP commerciales

L’azide de sodium des solutions de CRP a été retiré pour les expériences en utilisant les
colonnes de chromatographie Bio-Spin® Chromatography columns (BioRad) avec une limite
d’exclusion de 6kDa (Fiche 5). L'échantillon élué de la colonne est directement utilisé dans le

traitement de cellules.
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Type cellulaire 1 :

Les cellules mononucléaires du sang périphérique

| Origine du matériel

Des prélevements sanguins ont été effectués, dans la matinée, sur des volontaires sains,
hommes et femmes, entre 25 et 35 ans. Le sang a été récolté dans des tubes traités au citrate de
sodium. Les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) ont été isolées par séparation
sur gradient de Ficoll et mises en culture dans un milieu RPMI-1640 avec 25mM Hepes et L-
Glutamine (Invitrogen Corporation, Baisley, Royaume Uni) supplémenté avec 1% de sérum

autologue dans une étuve a 37°C sous une atmosphere humide contenant 5%ih€6).

[l Evaluation de I'état de stress cellulaire induit par la purification

[I.1 Etude de I'expression de cytokines pro-inflammatoires
Il.1.a Lyse des cellules et extraction des ARN totaux

Une partie des PBMC obtenues aprés séparation sur Ficoll a été conservée pour |'étape de
lyse alors que l'autre partie a été mise en culture pendant 20H. Les cellules ont été lysées et les
ARN totaux extraits par la solution de Trizol® (Invitrogen Corporation) et traités a la DNase |
(Fiches 7 et 8). Les ARN totaux ont été dosés a l'aide d'un biophotométre (Eppendorf,
Hambourg, Allemagne) par comparaison des densités optiques a 260nm et 280nm puis leur

pureté a été contrdlée sur gel d’agarose a 0,8% (Fiche 9).
II.1.b Rétro-transcription et PCR quantitative en temps réel
Les ARN totaux ont été rétro-transcrits en ADNc a l'aide du kit RevertAid™ M-MuLV

reverse transcriptase (MBI Fermentas, Euromedex) (Fiche 10). Les expressions des genes des

cytokines pro-inflammatoires IL-1fTNFo et IL-6 ont été mesurées par PCR quantitative en

67



Matériels et Méthodes

temps réel (Fiche 11) et ont été comparées entre les PBMC aprés 20H de culture et les PBMC

obtenues immédiatement aprés isolement sur gradient de Ficoll.

La PCR quantitative en temps réel a été effectuée a l'aide de la technologie du Light
Cycler® (Roche, Mannheim, Allemagne) en utilisant une détection au SYBR Green | avec le kit
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne). Les séquences d’ADNc des
genes étudiés ont été obtenues a partir de la GenBank et les amorces de PCR ont été définies en
utilisant le logiciel PRIMER3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) ou
MWG Eclipse Probes Systems (https://eclipse.epochbio.com) (Fiche 11).

Les ADNc ont été amplifies selon un programme standardisé et spécifique de chaque
gene étudié. La quantification relative de I'expression du gene cible a été estimé en utilisant un
modeéle mathématique [307] recommandé par Roche Molecular Biochemicals (note technique n°
LC 13/2001). Le ratio d’expression relative a été calculé a partir des efficacités de PCR en temps
réel et de la déviation du "crossing point" (point de sortie de la fluorescence en PCR) d’'un

échantillon inconnu par rapport a un controle.

Les efficacités de PCR pour le géne de référence et les genes cibles ont été calculées a
I'aide du logiciel Light Cycler Software (version 3.5) de Roche Molecular Biochemicals. Des
dilutions en série des échantillons (de 500ng a 50pg par réaction) ont été préparées pour chaque
couple d’amorces afin de déterminer cette efficacité qui est calculée a partir des valeurs de pente

selon la formule :

E = 10(—1/pente)

Avec : E : efficacité PCR du gene

pente : valeur de la pente donnée par le logiciel

L’expression relative d'un gene cible dans un échantillon traité par rapport a un

échantillon témoin est donnée par la formule :

ET CpT(C)-CpT(S)X ER CpR(S)-CpR(C)
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Avec : Et: efficacité PCR du géne cible (ex : IL-13-6...).
Er: efficacité PCR du géne de référence (RPS29).
CpT(C) : valeur du "crossing point" du gene cible dans I'échantillon contréle.
CpT(S) : valeur du "crossing point” du gene cible dans I'échantillon traité.
CpR(S) : valeur du "crossing point" du géne de référence dans I'échantillon traité.
CpR(C) : valeur du "crossing point" du gene de référence dans I'échantillon contréle.

11.2 Etude de la viabilité cellulaire

La mesure de la lactate déshydrogénase (LDH) a été effectuée avec les surnageants de
culture de PBMC a l'aide du kit CytoTox 96® Non-radioactive cytotoxicity assay (Promega,
Madison, USA) afin d’apprécier le niveau de mortalité des PBMC apres séparation sur gradient
de Ficoll. Cette enzyme cytosolique stable est libérée dans le milieu extracellulaire lorsque les
cellules sont lysées. Ce test a été effectué en suivant le protocole recommandé par le fournisseur,

disponible sur http://www.promega.com/tbs/tb163/tb163.html.

[l Influence de la CRP sur les cytokines, chimiokines et les protéines

impliguées dans le remodelage de la matrice extracellulaire

I11.1 Conditions de culture et traitements :

Les PBMC obtenues apres purifiaction sur un gradient de Ficoll ont été mises en culture
dans un milieu RPMI-1640 avec 25mM Hepes et L-Glutamine, supplémenté avec 1% de sérum
autologue et ont été mises au repos pendant 20H a 37°C sous une atmosphére contenant 5% de
CO; (Fiche 6).

Un volume de CRP purifiee (Sigma) équivalent a 25ug/mL final a été ajouté directement
dans le milieu de culture et les cellules ont été incubées durant 24H sans aucun autre traitement.

Afin de déterminer les voies de signalisation empruntées par la CRP, nous avons prétraité
les PBMC soit avec 10uM de U0126, un inhibiteur de MEK1/2 (Cell Signaling Technology,
Beverly, USA) soit avec 10uM de Ly294002, un inhibiteur de la PI3-Kinase (VWR). Les
inhibiteurs ont été ajoutés au milieu de culture cellulaire 30min avant la CRP et I'incubation s’est

ensuite effectuée dans les mémes conditions.
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1.2 Expression des cytokines, chimiokines et des protéines de la matrice

extracellulaire

[ll.2.a Analyse transcritionnelle et protéique

Les cellules ont été lysées, les ARN totaux extraits et rétro-transcrits. Les expressions des
genes des cytokines pro-inflammatoires IL-1k-1B, TNFo, IL-6, des chimiokines IL-8 et
MCP-1 ainsi que des genes impliqués dans le remodelage de la matrice extracellulaire MMP-9,
TIMP-1, TIMP-2, PAI-2 etn2-M ont été analysées par PCR quantitative en teégdgFiches 7
a11).

Les surnageants des cultures de PBMC traitées avec 25ug/mL de CRP purifiee ont été
utilisés pour évaluer par test immunomeétrique sur Immulite®, les concentrations enTINFAf
et IL-6 et confirmer les observations faites au niveau transcriptionnel. Les protéines MMP-9
active, proMMP-9 et TIMP-1 ont été dosées par test ELISA (R&D systems, Minneapolis, USA
pour MMP-9 active et Amersham Pharmacia, Freiburg, Allemagne pour proMMP-9 et TIMP-1)
selon le protocole proposé par le fournisseur et I'activité gélatinase de la MMP-9 a été estimée

par zymographie (Fiche 12).

111.2.b Influence de I'azide de sodium

En paralléle des PBMC traitées avec 25ug/mL de CRP purifiée commerciale, nous avons
traité des cellules avec la méme CRP préalablement débarrassée de l'azide de sodium par
passage sur les colonnes de purification (Fiche 5). Nous avons analysé par PCR quantitative en
temps réel I'expression en ARNm de certaines cytokines et chimiokines (Fiche 1M).3

Analyse des voies de signalisation

L’éventuelle activation de la voie de signalisation MEK-ERK a été suivie avec des
PBMC mises en culture avec 25ug/mL de CRP purifiée pendant 1H, 2H et 4H. Les cellules ont
eté récupérées, les protéines totales ont été extraites puis dosées (Fiches 13 et 14). Les protéines
ERK1/2 phosphorylées ont été détectées par Western-blot (Fiche 15) puis la membrane a été
deshybridée (Fiche 16) avant d’effectuer la détection des protéines ERK1/2 totales.

L’activité gélatinase de la MMP-9 a été analysée dans les surnageants des cultures de
PBMC prétraitées avec les inhibiteurs de MEK1/2 et de la PI3-Kinase par zymographie
(Fiche 12).
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Type cellulaire 2 : Les monocytes ex vivo

|. Obtention des cellules

A partir de prélevements sanguins dans des tubes citratés sur des volontaires sains,
hommes et femmes, entre 25 et 35 ans, les PBMC ont été isolées par séparation sur gradient de
Ficoll. Les monocytes ont été purifiés par tri sélectif positif (Fiche 17) a partir des PBMC et leur
pureté a éeté controlée par cytométrie en flux en utilisant un double marquage anti-CD3 (afin
d’évaluer le taux de lymphocytes contaminants) et anti-CD14 (marqueur spécifique des
monocytes) en collaboration avec le service d’'Hématologie Biologique du CHU Brabois (Nancy,
France). lls ont ensuite été mis en culture dans un milieu SFM (Invitrogen Corporation)
supplémenté avec 1% (v/v) de sérum AB (BioValley, Marne la vallée, France) dans une étuve a

37°C sous une atmosphere contenant 5% de CO

[l. Evaluation de I'état de stress cellulaire

Les monocytes isolés peuvent étre dans un état de stress apres leur purification. Nous
avons donc controlé 'état d’activation de ces cellules de la méme maniere que les PBMC en
mesurant I'expression des cytokines pro-inflammatoires IL-IRFa et IL-6 juste apres
isolement et apres 20H de culture au repos. Les ARN totaux ont été extraits, rétrotranscrits et

analysés en RT-PCR quantitative en temps réel (Fiches 7 a 11).

lll. Influence de la CRP sur I'expression de cytokines et chimiokines

[11.1 Cinétique d’expression de cytokines et chimiokines sous l'action de la CRP

Les monocytes isolés ont été cultivés, apres 20H au repos, en présence de 25ug/mL de
CRP purifiee a différents temps d’incubation (2H, 6H, 12H et 24H) afin d’estimer, dans un
premier temps, si la CRP induisait également la synthese de cytokines et chimiokines dans les

monocytesex vivo et, dans le cas d’'une réponse positive, de déterminer le pic d’expression des
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différents genes afin de permettre leur étude ciblée ultérieurement. Apres extraction des ARN
totaux et rétrotranscription, les expressions des genes des cytokineslllE1Bg IL-6, TNFo et

des chimiokines IL-8 et MCP-1 ont été étudiés aux différents temps de la cinétique par RT-PCR
guantitative en temps réel (Fiches 7 a 11). Leur expression a ensuite été suivie chez un plus
grand nombre de donneurs sur les monocytes traités avec la CRP mais pendant un temps

correspondant a celui du pic d’expression des cytokines et chimiokines.

I11.2 Influence de I'azide de sodium

Nous avons étudié l'influence de l'azide de sodium contenu dans les solutions de CRP
commerciales sur I'expression des cytokines et chimiokines testées avec la CRP. Nous avons
compare, par RT-PCR quantitative en temps réel (Fiche 11), I'expression en ARN de certains
géenes dans des monocytes traités pendant 12H en présence de 25ug/mL de CRP commerciale ou
de CRP débarrassée de I'azide de sodium aprés passage sur colonne (Fiche 5).

IV. CRP et biologie de certaines enzymes impliqguées dans le remodelage de la

matrice extracellulaire dans les monocytes

L’expression des genes MMP-9, PAI-2c&-M a été analysée en RT-PCR quantitative
en temps reel (Fiche 11) dans des monocytes traités ou non avec 25ug/mL de CRP purifiée
pendant 12H. Les protéines proMMP-9 et MMP-9 active ont été dosées par test ELISA selon le
protocole du fournisseur dans les surnageants de culture de monocytes incubés avec 25ug/mL de
CRP purifiee pendant 12H et 24H. L’activité protéolytique gélatinase de la MMP-9 a également

éte suivie par zymographie (Fiche 12) dans les mémes surnageants.

V. Approche globale par puces a protéines

V.1 Puces a protéines

Nous avons testé les surnageants de culture de monocytes incubés durant 24H en
présence ou non de 25ug/mL de CRP purifiée sur des puces RayBio™ Human Cytokine Array V

(Tebu-Bio, Le Perray-en-Yvelines, France). Ces puces peuvent détecter simultanément 79
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protéines (Fichel9) grace a des anticorps spécifiques immmunoabsorbés sur la membrane. La

composition de la membrane est décrite ci-dessous :

A B G D E F G H I J K
1 s Pas Pus Pos g g ERATE BosF GMEEF ] GOl
1 3B ILshalpha L1 ben ILd IL3 IL-4 LS ILB L1 L& IL<10
4 112 pdlpi0 1L:13 IL13 IFN: gz WGP MCP:Z WCP: MCSF WOC Mz MIF: ket
i TPk RANTES SCF E0F-1 TRE TGFbew 1 | TPl THE bt ECE e Angiogesin
i Cnccstsin | Thrembopckdn VEGF POGFE2 Laplin BONE B Ot et B1 Elain Eolmin? Eafasined
L FGF-4 FaF& FaF:d FGF8 Fild Ligand Frataking GCR:2 BORF HaF 1EFER I=BP2
7 IGFER3 1GFEP4 IL16 P10 LF LIGHT WGP HIF MBS el N1 N3
i NT- Chleaprategenn PARC FIGF TGF: bea 2 TaFeketi 3 TINF:1 TMPZ g Pog P

Apres détection, les signaux sont analysés par mesure densitométrique (GelDoc 1000,
BioRad). L'analyse de l'effet de la CRP sur ces différentes protéines est effectuée, aprés
normalisations, par comparaison entre les puces hybridées avec les surnageants de culture de
monocytes traités avec la CRP (Puce "CRP") et les puces hybridées avec les surnageants de

culture de monocytes non traités (puce "témoin") d’'un méme individu.
V.2 Confirmation des résultats observés par les puces a protéines
V.2.a Dosage du VEGF dans les milieux de culture

Les surnageants de culture de monocytes incubés 24H en présence ou non de 25ug/mL de
CRP purifiée ont été utilisés afin de doser le VEGF en test ELISA (R&D systems) selon le

protocole recommandé par le fournisseur.
V.2.b Suivi de I'expression en ARNm du VEGF

A partir des cinétigues de culture de monocytes co-incubés avec 25ug/mL de CRP
purifiée durant des temps croissants, nous avons suivi I'évolution de I'expression dy,V&GF
VEGFs du par RT-PCR. Les ARN totaux des monocytes sont extraits et rétro-transcrits en
ADNc (Fiches 7 a 10). L'amplification par PCR (Fiche 19) est effectuée sur le I-Cycler
(BioRad). Les produits de PCR sont déposés sur gel d’agarose a 2% (Fiche 20) et visualisés sous
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lampe UV. Les signaux sont traités par analyse densitométrique a l'aide du GelDoc 1000
(BioRad).
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Type cellulaire 3 : Les cellules THP-1

[. Origine du matériel

La lignée cellulaire THP-1 provient d'un clone monocytaire d'un patient atteint de
leucémie aigué. Les cellules nous ont été offertes par le Professeur D. Emilie, directeur du
laboratoire INSERM U131 de Clamart. Les cellules conservées en azote liquide sont

décongelées, mises en culture (Fiche 22) et dédoublées lorsqu’elles arrivent a confluence.

lI. CRP et cytokines pro-inflammatoires

II.1 Cinétiques d’expression des cytokines pro-inflammatoires

Nous avons comparé I'évolution de I'expression des cytokines ,IllL143 et TNFu
au cours du temps sous différents traitements. Les cellules THP-1 ont été incubées, soit avec
la CRP purifiée (Sigma) a 2,5ug/mL ou 25ug/mL, soit avec la CRP recombinante
(Calbiochem, VWR) a 2,5ug/mL ou 25ug/mL. Apres extraction des ARN totaux et rétro-
transcription, les ADNc ont été utilisés pour analyser I'expression de I |ide.bIL-1p et du

TNFa par PCR quantitative en temps réel (Fiches 7 a 11).
[I.2 Influence des contaminants
II.2.a Implication de I'azide de sodium

Nous avons suivi, par PCR quantitative en temps réel, I'expression de ces trois
cytokines a partir des ARN totaux des cellules THP-1 rétro-transcrits. Ces cellules ont
préalablement subi différents traitements :

- Co-incubation pendant 3 heures avec la CRP purifiée a 2,5ug/mL.
- Co-incubation pendant 3 heures avec la CRP purifiée a 25ug/mL.
- Co-incubation pendant 3 heures avec 2,5ug/mL de CRP purifiée décontaminée de

'azide de sodium par passage sur colonne (Fiche 5).
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- Co-incubation pendant 3 heures avec 25ug/mL de CRP purifiée décontaminée de
I'azide de sodium par passage sur colonne (Fiche 5).
- Co-incubation pendant 3 heures avec 0,1% d’azide de sodium correspondant a la

concentration présente dans la solution de CRP purifiée commerciale.

[1.2.b Implication des endotoxines (LPS)

Les cellules THP-1 ont été cultivées avec 25ug/mL de CRP purifiée ou recombinante
en présence ou non 50pug/mL de polymyxine B (Sigma). Les expressions des trois cytokines

IL-1a, IL-1B et TNFa ont été mesurées par PCR quantitative en temps réel

lll. Effets de la CRP sur la métalloprotéinase MMP-9

L’activité gélatinase de la MMP-9 a été mise en évidence par zymographie (Fiche 12)

a partir des surnageants de culture de cellules traitées ou non avec 25ug/mL de CRP purifiee
ou recombinante.

Afin de déterminer les voies de signalisation empruntées par la CRP, nous avons
prétraité les cellules avec 10uM de l'inhibiteur de ERK1/2 PD98059 (Calbiochem, VWR),
10uM de linhibiteur de la PI3-Kinase Ly294002 (Calbiochem, VWR), avec 20uM de
l'inhibiteur spécifiqgue de la p38MAPKinase SB203580 (Calbiochem, VWR) ou avec 20uM
de l'inhibiteur non spécifique de la p38MAPKinase SB202190 (Calbiochem, VWR) 30 min
avant d’ajouter la CRP. Les surnageants sont récoltés 24H apres incubation des cellules avec
la CRP. Les surnageants de culture de cellules THP-1 traitées avec 1ng/mL de LPS ont été
utilisés comme témoin positif de I'activité de la MMP-9.

En parallele, nous avons étudié lactivation de la voiexBNFen suivant
I'internalisation de la protéine NBp65 dans le noyau des cellules THP-1 traitées avec
2,519/mL de CRP recombinante pendant 30min, 2H et 4H. Les protéines nucléaires ont été
extraites, dosées (Fiches 13 et 14) ekB{#b65 a été détectée en Western-blot (Fiche 15).
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IV. Effets de la CRP sur la synthése et la libération du VEGF-A

Nous avons suivi, en RT-PCR (Fiches 10 et 20), la cinétique d’expression de ’TARNmM
du VEGF-A dans les cellules THP-1 sous l'effet de 2,5ug/mL et 25ug/mL de CRP purifiée ou
recombinante. Les variations de 'ARNmM ont été rapportées a I'expression de I'actine gamma
(géne de référence) puis comparées entre les différents traitements. La libération du VEGF-A
a également été étudiée dans les surnageants de culture par dosage ELISA (R&D systems),

selon le protocole du fournisseur.

Dans un second temps, nous avons étudié I'implication de deux contaminants présents
dans les solutions de CRP commerciales, I'azide de sodium et certaines endotoxines (LPS),
sur I'expression en ARNm du VEGF-A dans les cellules THP-1 ainsi que sur la concentration
protéique dans les surnageants des cultures. Avant traitement des cellules THP-1, I'azide de
sodium a été retiré des solutions commerciales de CRP par passage sur colonne (BioSpin
columns, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). La contamination par les endotoxines a été
mesurée par Limulus assay (Sigma) et, si nécessaire, une purification supplémentaire par
passage sur Detoxi-Gel Endotoxin Removal Columns (Pierce) a été effectuée pour retirer ces
endotoxines. Apres ces différentes phases de purification, le niveau d’endotoxines de toutes
les solutions de CRP était inférieur a 0,08 EU/mL. Afin de s’assurer de l'absence totale
d’endotoxines dans les solutions de CRP utilisées, les solutions "purifiées” par passage
consécutif sur les deux colonnes ont été ajoutées aux cultures de cellules THP-1
accompagnées ou non d’une solution de polymyxine B a 20ug/mL. Ainsi, les endotoxines
résiduelles potentiellement présentes apres passage sur colonnes des solutions de CRP seront

chélatées et donc inactives.

Les effets des inhibiteurs spécifiques de la voie ERK1/2 (PD98059), de la voie
PI3Kinase (Ly294002) et de la voie p38MAPKinase (SB203580 ou SB202190) ont été
observés par dosage ELISA du VEGF-A dans les surnageants de culture des cellules THP-1
prétraitées avec ces inhibiteurs pendant une heure puis co-incubées avec 2,5ug/mL de CRP
recombinante. Tous ces inhibiteurs ont été utilisés a une concentration de 10uM. L'effet
potentiel du solvant des inhibiteurs (DMSO) sur la libération de VEGF-A dans les
surnageants des cellules THP-1 a également été testé lors de cette expérience et I'utilisation

de cycloheximide a 10uM a permis de suivre la synthése de novo des protéines VEGF-A.
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Une étude parallele a été menée par Western-blot (Fiche 15) afin de mettre en
évidence une activation potentielle de la voie MEK-ERK par la détection des protéines
ERKZ1/2 phosphorylées et ERK1/2 totales, de la voie PI3-Kinase par détection des protéines
Akt phosphorylées et Akt totales mais eégalement de la voie p38MAPKinase en détectant les
protéines p38phosphorylées. Pour cela, les protéines totales des cellules THP-1 ont été
extraites (Fiche 13) aprés 30min, 1H30 et 6H de co-incubation avec 2,5ug/mL de CRP

recombinante.

L’étude de I'mplication des récepteursyRe et FgRIl a été effectuée a l'aide des
cellules THP-1 traitées durant 3 heures avec 400 ng/mL d’anticorps anti-CD64 (clone
10.1,Calbiochem) ou 400ng/mL d’anticorps anti-CD32 (clone IV.3, StemCell Technologies)
en présence ou non de 2,5 pg/mL de CRP purifiée. Deux expériences contrble ont été
réalisées a l'aide de contréles isotypiques (respectivement IgG1 de souris pour I'anti-CD64 et
lgG2b de souris pour l'anti-CD32). Aprés incubation, 'ARN est extrait & I'aide d’'une
solution de Trizol puis rétro-transcrit. Les expressions du VEGF-A et du gene de référence
GAPDH ont été mesurées par PCR quantitative en temps réel.

Une approche protéigue a également été mise en place en incubant des cellules THP-1 durant
30 minutes avec l'anticorps anti-CD64 ou anti-CD32 en présence ou non de CRP. Les
concentrations en anticorps et CRP sont les mémes que celles utilisées lors de I'étude ARN.
Un anticorps secondaire F(ab’)2 de chevre conjugué au FITC pouvant réagir contre toutes les
sous-classes d'lgG de souris (F0479, Dako) a été ajouté conformément aux recommandations

du fournisseur et I'intensité moyenne de fluorescence a été mesurée par cytomeétrie en flux.
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|.Etude et préparation des solutions commerciales de CRP

Quelques études tres récentes sur le réle de la CRP au contact de différents types
cellulaires ont montré que I'azide de sodium utilisé comme conservateur et stabilisateur de la
protéine dans les solutions de CRP dites commerciales pouvait étre responsable de certains
effets attribués auparavant a la CRP. Des substances contaminantes telles que le LPS,
potentiellement contenu dans les solutions commerciales de CRP, pourrait également étre
responsable, dans certains cas, des effets décrits lors de I'exposition de cellules a la CRP [259,
261, 269, 270]. Nous avons donc vérifié, a partir de ce moment et en avant de toute

expérience, les solutions de CRP commerciale achetées.
1.1 Vérification de la qualité des solutions commerciales de CRP

La CRP native est une protéine pentamérique de 115kDa divisée en cing monomeres
de 23kDa relies de maniere non covalente. Nous avons donc vérifié sur gel d’acrylamide
dénaturant (SDS-PAGE) coloré au bleu de Coomassie si le degré de pureté avancé par le

fournisseur (proche de 100%) reflétait la réalité (Figure 28).
1 2 B o

@5 100kDa

i 72kDa

g

54kDa
48kDa

258 35kDa

CRP Pp—
o @ S .- 24kDa
monomérique g

17kDa

11kDa

Figure 28: Estimation de la qualité des solutions commerciales de CRP purifiée et recombinante. Dépbt de 4ug
de CRP purifiée en piste 1 et 4ug de CRP recombinante en piste 2 sur un gel dénaturant (SDS-PAGE)
d’acrylamide/bis-acrylamide a 12%-4%. Aprés migration, les fragments obtenus sont visualisés par
coloration au bleu de Coomassie et leur taille est estimée a l'aide de marqueurs de poids moléculaire
précolorés.

En conditions dénaturantes, les seules bandes observées par coloration au bleu
de Coomassie correspondent au poids moléculaire du monomere de la CRP. Malgré la
faible sensibilité du bleu de Coomassie, nous avons pu démontrer que les solutions de

CRP commerciales présentaient un pourcentage de pureté élevé.
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[.2 Estimation des différentes formes présentes dans les préparations
commerciale de CRP

La CRP pouvant se présenter sous forme pentamérique ou mononmengue etin
vitro, nous avons estimé les proportions de chaque fraction dans les deux types de CRP a
I'aide d’'un gel d’acrylamide non dénaturant (PAGE) (Figure 29).
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Figure 29: Fractions monomérique et pentamérique des CRP commerciales. Deux microgrammes de la solution
commerciale de CRP recombinante (CRPrec) ont été déposés en piste 1, quatre microgrammes de la
solution de CRP purifiée (CRPp) commerciale en piste 2 et huit microgrammes de la solution de CRP
purifiée commerciale en piste 3 sur un gel non dénaturant (PAGE) d’acrylamide/bisacrylamide a 12%-
4%. Les fragments obtenus sont visualisés par coloration au nitrate d'argent et leur taille en kDa est
estimée a I'aide de marqueurs de poids moléculaire précolorés (PM).

Les solutions commerciales de CRP contiennent donc la protéine sous plusieurs
formes en proportion variable selon le type de CRP (purifiée ou recombinante). La forme
monomerique semble prédominante dans la solution de CRP recombinante par rapport a la
CRP npurifiée. Nous avons par ailleurs observé une possible agrégation de la forme

monomeérique, proportionnelle a la quantité de CRP déposée et caractérisée par un retard de
migration sur le gel.

|.3 Retrait de I'azide de sodium des solutions de CRP commerciales

Apres retrait de I'azide de sodium des CRP commerciales a l'aide des colonnes Micro
Bio-Spin® Chromatography Columns (BioRad), nous avons déposé les éluats sur gel
d’acrylamide dénaturant (SDS-PAGE) (résultats non présentés). Par analyse densitométrique
des bandes obtenues sur gel, nous avons effectivement estimé, comme [lindiquait le
fournisseur, qu'il existait une Iégere perte de la quantité de protéine déposée au départ apres

passage sur colonne. Nous avons donc pu ajuster les quantités de CRP a prélever avant
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passage sur colonne afin d’obtenir une concentration finale proche de 25ug/mL pour le

traitement des cellules.

Il.LEtude des effets de la CRP sur les cellules mononucléées du sang
périphériqgue (PBMC)

[I.1 Obtention des PBMC a partir de sang humain et conditions de culture
Il.1.a Isolement des PBMC

Le sang de volontaires sains est prélevé dans des tubes traités au citrate de sodium et

les PBMC sont récupérées par la technique de séparation sur gradient de Ficoll.
II.1.b Contréle de I'état de stress cellulaire aprés purification

Apres 24H de culture en présence de CRP purifiee a 25ug/mL, les PBMC sont lysées
et les ARN totaux sont extraits par la technique au Trizol® puis traités a la DNAse | afin
d’éviter I'amplification de séquences génomiques contaminantes. Deux microgrammes
d’ARN total sont rétro-transcrits en ADNc. L’amplification par PCR quantitative en temps
réel est effectuée par la technologie du Light Cycler® en utilisant une détection au SYBR
Green I. Le gene RPS-29 est alors utilisé comme géne rapporteur.

Les centrifugations et les manipulations des cellules associées a la technique
d'isolement sur gradient de Ficoll peuvent étre associées a un stress cellulaire pouvant
modifier leur phénotype. Afin de contréler le mieux possible le phénoméne, nous avons testé
et comparé la synthese des cytokines pro-inflammatoires ,ILFNFa et IL-6 en PCR
guantitative en temps réel juste aprés purification puis aprés 20 heures de culture dans un
milieu RPMI 1640 supplémenté avec 1% de sérum autologue (Figure 30).

Au terme de 20H de culture, nous avons noté une diminution de I'expression des
genes des trois cytokines mesurées non liée a un probleme de viabilité cellulaire (résultats
présentés en l1l.1.c). Les taux dexpression d’l.-Xfe TNF. et d'IL-6 diminuent
respectivement de 81%, 13% et 37% aprés 20H de culture suggérant un retour des PBMC a
un état de repos apres purification sur gradient de Ficoll et une adaptation aux conditions de
culture. Ces valeurs demeurent inchangées a des temps de culture plus tardifs (données non

présentées). Nous avons donc choisi de maintenir les cellules 20H en culture aprés séparation
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sur gradient de Ficoll pour les remettre au repos avant de les soumettre aux différents

traitements.
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Figure 30: Comparaison de I'expression des ARNm des cytokines pro-inflammatoirgs MNFu et IL-6 &
partir de PBMC séparées par gradient de Ficoll apres 20H de culture. Les résultats de 3 expériences sont
exprimés en moyenne de ratio d’expression de 'ARNm de la cytokine aprés 20H de culture comparé au
temps 0, juste apres purification (barres blanches). La valeur arbitraire de 1 a été attribuée pour
visualiser une expression de '’ARNm sans variation (barres blanches). * p<0,05 par rapport a la valeur
témoin sans variation d’expression (test de Mann-Whitney).

I1.1.c Test de viabilité cellulaire

En plus de I'estimation de la viabilité cellulaire par exclusion au bleu Trypan, nous
avons mesuré la viabilité (CytoTox 96® Non-radioactive cytotoxicity assay) des cellules
cultivées traitétes avec la CRP purifiee ou recombinante. Immédiatement aprés
ensemencement, les PBMC sont traitées pendant 2H ou 20H avec 25ug/mL de CRP purifiée
(CRPp) ou de CRP recombinante (CRPrec). Le point 44H correspond a 20H de culture sans
traitement puis ajout de la CRP pendant 24H. Nous avons également étudié I'influence de la
densité cellulaire sur la viabilité en ensemencant les PBMC & delldles/mL ou a 1,5.£0
cellules/mL (Figure 31).

Nous observons une légere amélioration de la viabilité cellulaire entre 2H et 20H de
culture, que les cellules soient traitées ou non. Les cellules fragilisées naturellement ou lors de
la purification meurent tres rapidement et 'augmentation de la viabilité cellulaire au bout de
20H nous confirme donc une adaptation des PBMC aux conditions de culture. Apres 20
heures de culture sans traitement puis 24H en présence de CRP (condition 44 heures), la
viabilité cellulaire diminue mais reste dans une gamme tout a fait acceptable avec au moins

70% de cellules vivantes. Il faut noter que la CRP recombinante semble exercer une

83



Résultats

cytotoxicité plus faible sur les PBMC en culture, par rapport a la CRP purifiée mais cette
différence n’est pas significative. La densité cellulaire ne joue aucun role significatif sur la
viabilité cellulaire dans notre expérience.
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Figure 31: Suivi de la viabilité cellulaire des PBMC au cours du temps de culture. Les PBMC isolées a partir du
sang d'un patient sont ensemencées a°teliles/mL (graphique A) ou a 1,5%1@ellules/mL
(graphique B). Les cellules sont mises en contact avec 25ug/mL de CRP purifiée (CRPp) ou 25ug/mL
de CRP recombinante (CRPrec) pendant 2 ou 20 heures. Le point 44H correspond a une culture sans
traitement durant 20 heures puis 24H en contact avec 25ug/mL de CRP ou 25ug/mL de CRPrec. La
viabilité des cellules sans traitement est représentée par les barres noires.

1.2 Etude des effets de la CRP sur I'expression de chimiokines et de cytokines

pro-inflammatoires impliquées dans la pathologie de I'athérosclérose
II.2.a Approche transcriptionnelle

Nous avons étudié linfluence de la CRP purifiée sur I'expression des genes de
différentes cytokines et chimiokines (Figure 32) sur les PBMC cultivées 20H puis traitées ou
non avec 25ug/mL de CRP purifiée pendant 24H.

Nous observons une augmentation significative de I'expression des génes des
cytokines pro-inflammatoires IL-1(3,2 fois), IL-1p(4,2 fois), IL-6 (2,4 fois) et TN& (2,1
fois) dans les PBMC cultivées 20 heures puis traitées 24 heures avec 25ug/mL de CRP
purifiée.
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Figure 32: Effets de la CRP purifiée sur I'expression en ARNm de cytokines pro-inflammatoires avec les
PBMC. Les PBMC sont cultivées 20 heures puis incubées ou non pendant 24H avec 25ug/mL de CRP
purifiée (CRPp). L'expression de TARNm des génes ded|{L-1B, TNFu et IL-6 est quantifiée par
PCR quantitative en temps réel par rapport au géne de référence RPS29. Les résultats de 9 expériences
distinctes sont exprimés en moyenne de variation de I'expression relative +/- écart-type. * p<0,05 (test
de Mann-Whitney) par rapport aux cellules non traitées (controle).

[1.2.b Approche protéique

Les surnageants des cultures des PBMC cultivées pendant 20 heures puis traitées ou
non durant 24 heures avec 25ug/mL de CRP purifiée sont collectés et traités avec un cocktail
d’anti-protéases afin d’éviter la dégradation protéique. Les concentrations ¢'TINHa et
IL-6 sont mesurées par test immunométrique (Figure 33) sur un automate de type Immulite
(DPC Biermann, Allemagne). Les concentrations protéiques obtenues a partir des surnageants
de culture de PBMC traitées avec la CRP purifiée ont été normalisées par rapport a celles
obtenues dans les surnageants des cultures de PBMC non traitées (contréle). Cette
normalisation s’est avérée nécessaire afin de pallier a une tres forte variabilité inter-
individuelle entre les différents patients.

L’augmentation d’expression en ARNmM observée pour les trois cytokines pro-
inflammatoires IL-1p TNFo et IL-6 a pu étre confirmée au niveau protéiquecages
variations de concentrations de 1,36 fois pour 1.-4@6 fois pour TNE et 4,19 fois pour
IL-6.
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Figure 33: Effets de la CRPp sur les variations de concentrations protéiques de cytokines pro-inflammatoires
dans les surnageants de culture de PBMC cultivées 20 heures puis incubées ou non pendant 24H avec
25ug/mL de CRPp. A partir de trois & quatre expériences distinctes, les concentrations protéiques
obtenues en présence de CRPp ont été normalisées par rapport a la concentration protéique mesurée
sans CRPp. La valeur controle (PBMC sans traitement) a été fixée a 1. *p<0,05 par rapport au contrdle
(test de Mann-Whitney).

[I.2.c Impact de l'azide de sodium sur la quantitt d’ARNm de certaines

cytokines pro-inflammatoires

Suite a la parution, bien apres nos premiers résultats, de différents travaux attribuant a
'azide de sodium les effets initialement associés a la CRP, nous avons testé I'impact de
'azide de sodium contenu dans les solutions commerciales de CRP sur I'expression de la

cytokine pro-inflammatoire IL-1@lans les PBMC (figure 43).
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Figure 34: Impact de 'azide de sodium sur la variation de I'expression en ARNm defl’Hvéc les PBMC.
Les PBMC sont cultivés 20H puis traités 24H avec 25ug/mL de CRP purifiée (CRPp), 25ug/mL de
CRP purifiée débarassée de I'azide de sodium (CRPcolonne) ou avec 0,1% d'azide de sodium durant 24
heures. Les résultats obtenus a partir de 3 échantillons différents par PCR quantitative en temps réel par
rapport au gene de référence RPS29 sont exprimés en moyenne de variation de I'expression en ARNm
du gene de I'lL-B +/- écart-type. * p<0,05 (test de Mann-Whitney) par rapport au témoin.
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Nous observons que l'augmentation de la quantité d’ARNm de I'linitfalement
observée avec la CRP purifiee dans les PBMC est en réalité due a I'azide de sodium présent
dans la solution commerciale de CRP utilisée dans notre étude. En effet, la CRP purifiée
commerciale débarassée de l'azide de sodium n’induit plus d’augmentation de ’TARNm de
PIL-1B. 1l reste a confirmer l'implication de l'azide de sawohi dans les variations

d’expression en ARNm de I'lLd, du TNF& ainsi que de I'IL-6.

1.3 Etude des effets potentiels de la CRP sur la biologie de certaines enzymes

impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire

[1.3.a Approche transcriptionnelle

Nous avons mesureé les effets de la CRPp sur I'expression génique d’'une enzyme clé
du remodelage de la matrice vasculaire, la MMP-9 ainsi que quelques-uns de ces différents
inhibiteurs TIMP-1, TIMP-2 eta2-M. Nous avons également étudié un marqueur de la

fibrinolyse, PAI-2 (Figure 35). Les ADNc sont obtenus de la méme maniere qu’en 1l.1.b.
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Figure 35: Effets de la CRPp sur I'expression en ARNm de MMP-9, de ses inhibiteurs TIMP-1, TIMP-2 et
a2-M ainsi que de PAI-2 avec les PBMC. Les PBMC sont cultivées pendant 20 heures puis traitées ou
non durant 24H avec 25ug/mL de CRPp. L'expression des génes est quantifiée par PCR quantitative en
temps réel et normalisée par rapport a I'expression du géne de référence RPS29. Les résultats
proviennent de 9 échantillons différents et sont exprimés en moyenne de variation +/- écart-type.
* p<0,05 par rapport au contrdle (test de Mann-Whitney).

87



Résultats

L’expression des ARNm de MMP-9 est significativement augmentée en présence de
CRPp (1,8 fois). Nous n'observons aucune variation de I'expression des inhibiteurs TIMP-1
(1,1 fois) et TIMP-2 (1,1 fois) mais une diminution significative de2dM (0,3 fois),
I"inhibiteur plasmatique de la MMP-9. Nous notons également une surexpression de PAI-2

(1,5 fois) en présence de CRPp.

[1.3.b Approche protéique

I1.3.b.aDosages par test ELISA

Les concentrations des protéines proMMP-9, MMP-9 active et leur principal inhibiteur

tissulaire TIMP-1 ont été dosées par test ELISA dans les surnageants de culture de PBMC

cultivées 20H puis traitées ou non durant 24H avec 25ug/mL de CRPp (Figure 36).
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Figure 36: Effets de la CRP sur les concentrations protéiques de proMMP-9, MMP-9 active et TIMP-1 dans les
surnageants de culture de PBMC. Les PBMC ont été cultivées 20 heures puis incubées ou non avec
25ug/mL de CRP purifiée pendant 24H. Les concentrations mesurées aprés incubation avec la CRPp
ont été normalisées par rapport aux concentrations obtenues sans traitement. Ces résultats correspondent
a la moyenne de trois a neuf échantillons distincts. La valeur contr6le (sans traitement) a été fixée a 1.
*p<0,05 par rapport au contrble (test de Mann-Whitney).

La CRP purifiée a une concentration de 25ug/mL induit pour les PBMC en culture une
augmentation significative de la protéine proMMP-9 dans les surnageants de culture
(1,6 fois).A contrario, nous observons une diminution de la concentration de sa forme active
(0,6 fois). Comme observé au niveau transcriptionnel, aucune variation de TIMP-1 n’est a

noter.
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I1.3.b.fMesure de I'activité gélatinase de MMP-9

En plus de la mesure des concentrations protéiques de proMMP-9 et de MMP-9 active
par ELISA, nous avons testé l'activité catalytique de cette enzyme par zymographie dans les
surnageants des cultures de PBMC cultivées 20H puis traitées ou non durant 24H avec
25pg/mL de CRPp (Figure 37).

En présence de 25 pg/mL de CRP purifiée, nous observons bien une augmentation de
l'activité gélatinase de la proMMP-9 dans les surnageants de culture de PBMC. Aucun signal
n'apparait cependant pour la MMP-9 active. Les concentrations protéiques de MMP-9 active
observées lors des dosages ELISA étant trés faibles, la sensibilité de la technique de

zymographie ne permet sans doute pas de visualiser cette forme de MMP-9 sur gel
d’acrylamide.

100kDa —&- L <— poMMP9
72kDa —#>

54kDa —»

46kDa —»

- + CRPp 25ug/mL

Figure 37: Zymographie représentative de l'augmentation de [lactivité catalytique de MMP-9 dans les
surnageants de culture de PBMC traitées (+) ou non (-) avec 25ug/mL de CRPp durant 24H. Quel que
soit le traitement, un volume identique de surnageant de culture est prélevé, concentré et repris dans le
tampon d’échantillon avant dép6t sur gel. Des résultats similaires ont été obtenus dans 12 échantillons
différents.

.4 Etude des voies de transduction impliquées dans I'augmentation de
proMMP-9 induite par la CRP

Il.4.a Inhibiteurs et activité catalytique de la MMP-9

Il existait de nombreuses incertitudes sur la nature des récepteurs de la CRP et trés peu

d’études avaient tenté de décrire les voies de signalisation utilisées par cette protéine lorsque

89



Résultats

nous avons débuté de travail. Nous avons donc tenté de définir par quels mécanismes la CRP
induisait la synthése et la libération de proMMP-9 en suivant I'activité gélatinase en présence
de différents inhibiteurs protéiques (Figure 38). Nous avons ainsi pu bloquer, de maniere
indépendante, la voie MEK grace a I'inhibiteur U0126 (inhibiteur spécifigue de MEK1/2) et

la voie PI3-Kinase grace a l'inhibiteur Ly294002 (inhibiteur spécifique de la protéine PI3-
Kinase).
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Figure 38: En A, zymographie représentative de I'activité gélatinase de la MMP-9 et de la MMP-2 dans les
surnageants de culture de PBMC cultivées durant 20H puis traitées ou non pendant 24H avec 25ug/mL
de CRPp en présence ou non des inhibiteurs de la voie MEK1/2 (U0126) ou de la voie PI3-Kinase
(Ly294002). Pour toutes les conditions, un volume similaire de surnageant de culture est prélevé,
concentré puis repris dans le tampon d’échantillon zymographie. L'analyse densitométrique de la
digestion enzymatique par MMP-9 est représentée en B. Les résultats représentent la moyenne +/-
écart-type de quatre a sept donneurs différents. La valeur contrdle sans traitement est fixée a 1. * p<0,05
par rapport au témoin, ** p<0,001 et ***p<0,01 par rapport a CRP seule (test de Mann-Whitney).

Nous observons la méme augmentation de I'activité gélatinase en présence de CRP par
rapport au témoin. L'effet de la CRP est trés fortement diminué en présence de I'inhibiteur de
la P13-Kinase. Nous observons également un effet inhibiteur de U0126 mais moins important
gue pour Ly294002. Il n'y a aucune variation de l'activité gélatinase MMP-2 dans les
surnageants de PBMC quel que soit le traitement, Ly294002 ou U0126.
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I1.4.b Confirmation de l'activation de la voie MEK par la CRP

A la vue des résultats concernant I'inhibition, par U0126, de l'activité gélatinase de la
MMP-9 induite par la CRP, nous avons voulu confirmer I'implication de la voie MEK par la
CRP. Apres extraction des protéines totales, nous avons détecté, par western-blot, une
phosphorylation dés la deuxieéme heure aprés contact entre les PBMC et la CRP (Figure 39).

Les quantités de protéines ERK totales (ERK) étant les mémes, nous pouvons donc

comparer les niveaux de phosphorylation.

<4—— p-ERK1
p-ERK . — : <4—— p-ERK2

R . = s w.w <@—— ERK1
ERK ---6-- <4—— ERK2

CRP - + - + - 4

1H 2H 4H

Figure 39: Western-blot représentatif de la phosphorylation des protéines ERK1/2 induite par 25ug/mL de
CRPp sur des PBMC. Aprés purification et mise en culture durant 20H, les PBMC sont traitées (+) ou
non (-) avec 25ug/mL de CRP purifiée pendant 1H, 2H et 4H. Les protéines totales sont extraites et
dosées. Les protéines phosphorylées ERK (p-ERK1 et p-ERK2) ainsi que les protéines ERK totales
(ERK1 et ERK2) sont détectées par western-blot.

[1.5 Effets des contaminants potentiellement présents dans les solutions de CRP

Tous les résultats sur les PBMC présentés ci-dessus ont été obtenus avant la mise en
evidence par différentes équipes de I'action de I'azide de sodium et des endotoxines contenus
dans les solutions commerciales de CRP. C’est donc a posteriori que nous avons di effectuer
les contrbéles nécessaires. L'expression en ARNm de MMP-9 a été suivie aprés traitement des
PBMC avec une solution d’azide a 0,1%, concentration correspondante a celle utilisée dans la
solution de CRP purifiée commerciale. Une seconde expérience de contrble a consisté au

traitement des PBMC avec une solution de CRP débarrassée de l'azide de sodium apres

passage sur colonne (Figure 40).
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Figure 40: Effet de I'azide de sodium sur I'expression en ARNm de MMP-9 dans les PBMC. Les cellules ont
été cultivées durant 20H puis ont été traitées ou non durant 24H avec 25ug/mL de CRP purifiée
(CRPp), avec 25ug/mL de CRP purifiée débarrassée de I'azide de sodium (CRP colonne) ou avec une
solution d'azide de sodium a 0,1%. L'expression de 'ARNm de MMP-9 est mesurée par PCR
guantitative en temps réel et normalisée par rapport a I'expression du géne de référence RPS29. Les
résultats de trois expériences distinctes sont présentés sous forme de moyenne de variation d’expression
en ARNm +/- écart-type. * p<0,05 par rapport au témoin dont la valeur est fixée a 1.

Ces résultats démontrent que I'azide de sodium a 0,1% provoque dans les PBMC une
augmentation de la quantité dARNm de MMP-9 identique a celle observée avec la solution
commerciale de CRP purifiée. L’augmentation, méme si elle persiste, n’est plus significative
lorsque l'azide de sodium a été retiré de la solution de CRP. Dans notre cas, ce n’est donc pas
la CRP qui augmente TARNmM de MMP-9 ou la stabilise mais I'azide de sodium contenu dans
les préparations de CRP purifiée commerciales.

11.6 Résumé des effets de la CRP sur les PBMC

Nous avons pu démontrer dans un premier temps que I'exposition des PBMC a la
CRPp s’accompagnait de la modification de I'expression (en ARNm et protéines) de facteurs
pro-inflammatoires (IL-&, IL-1B, TNFu et IL-6) mais aussi de protéines impliquées dans le
remodelage de la matrice extracellulaire (PAI-2, proMMP-9, MMP-9 acti2dyl). Les
expériences de controle effectuées a posteriori ont révélé que les variations en MMP-9
n'étaient pas dues a la CRP mais a l'azide de sodium présent en faible quantité dans les
solutions de CRP commerciales utilisées. Des tests complémentaires doivent donc a présent
étre prévus afin de vérifier I'implication de I'azide de sodium sur I'expression des facteurs

pro-inflammatoires ainsi que sur PAI-20&-M, et les voies de transduction du signal.
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ll.Etude des effets de la CRP sur les monocytes humains

A la suite de I'étude sur les PBMC, nous avons voulu étudier I'nmpact de la CRP sur
un seul type cellulaire, en l'occurrence les monocytes, impliqués dans linitiation de la

physiopathologie de I'athérosclérose.
[11.1 Obtention des monocytes a partir de sang humain
[ll.1.a Purification des monocytes

Le sang est prélevé dans des tubes traités au citrate de sodium puis les PBMC sont
isolées par gradient de Ficoll. Les monocytes sont sélectionnés a partir des PBMC par tri
sélectif magnétique positif a I'aide d’anticorps anti-CD14 (Fiche technique 17).

[11.1.b Contréle de la pureté des monocytes

Aprés purification, un aliquot des monocytes est analysé par cytométrie en flux
(FACS) en utilisant un double marquage anti-CD3 humain-FITC (isothiocyanate de
fluorescéine) et anti-CD14 humain-PE (phycoérythrine). Les monocytes sont caractérisés par
un phénotype CD14+/CD3- et les éventuels lymphocytes contaminants par un phénotype
CD14-/CD3+ (Figure 41). La pureté des monocytes aprés tri cellulaire est au moins

supérieure a 90% a chaque fois.
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Figure 41: Analyse de la pureté des monocytes par cytométrie en flux. En A : la distribution des cellules selon
leur taille (en abscisses) et leur structure (en ordonnée) permet d'identifier d'éventuelles
sous-populations dans I'échantillon. L'encadré rouge représente la population monocytaire sans les
débris. En B : Mesure de la pureté des monocytes par le double marquage CD3/CD14. Le graphique
représente la distribution cellulaire selon I'intensité de fluorescence émise par la phycoérythrine (PE) en
fonction de I'intensité de fluorescence émise par le FITC.

[1l.1.c Suivi du stress cellulaire engendré par la purification
Au méme titre que les PBMC, les monocytes peuvent subir une phase de "stress"
durant la purification. Nous avons mesuré I'expression de I'ARNm des cytokines
pro-inflammatoires IL-&, IL-6 et TNFa par PCR quantitative en temps réel juste apres
purification et apres 20 heures de culture (Figure 42).

Si le niveau d’expression des ARNm mesuré juste apres purification est estimé a 1, le
niveau d’expression des ARNm aprés 20H de culture diminue de 92% pour |'83%pour
I'IL-6 et 53% pour le TN&. Ces variations sont indépendantes de celle de dhilt@

cellulaire.
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Figure 42: Impact de la purification sur I'expression en ARNm des cytokines pro-inflammatoires TNFo
et IL-6 par les monocytes isolés par tri sélectif magnétique positif aprés 20H de culture. Les résultats
obtenus a partir de 3 échantillons distincts sont exprimés en variation de I'expression en ARNm du gene
de la cytokine au bout de 20H de culture comparée a I'expression juste apres purification (barres
blanches). La valeur arbitraire de 1 a été attribuée pour visualiser I'expression en ARNm du gene juste
apres purification (barres noires). * p<0,05 par rapport a la valeur témoin juste aprés purification.

Aprés 20H de culture, 'expression en ARNm des trois cytokines testées revient donc a
un niveau faible et stable, effacant ainsi 'augmentation de synthese ou la stabilisation des

ARNmM observée suite a I'étape de purification cellulaire par tri magnétique.

lll.2 Effets de la CRP sur l'expression de chimiokines et de cytokines

pro-inflammatoires par les monocytes

l1l.2.a Profils temporels d’expression de cytokines pro-inflammatoires par la CRP

avec les monocytes

De nombreuses cytokines pro-inflammatoires sont exprimées de maniere cyclique
lorsque leur synthese est activée par un agent externe. C’est pourquoi il nous a semblé
nécessaire de suivre la cinétique de réponse de certaines d’entre elles en réponse a la CRP sur
des monocytes humains (Figure 43).

La majorité des cytokines pro-inflammatoires étudiées ont un pic d’expression en
ARNmM apres 12H d’exposition a la CRP. Afin de visualiser les variations d’'un maximum de
cytokines pro-inflammatoires, nous avons donc choisi ce temps de culture pour nos futures

expeériences.
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Figure 43: Variation en fonction du temps de l'expression en ARNm de différentes cytokines pro-
inflammatoires dans les monocytes purifiés a partir d'un échantillon sanguin, cultivés 20H puis traités
avec 25ug/mL de CRP purifiée pendant 2H, 6H, 12H ou 24H. Les expressions de 'ARNm de I'lL-1
(graphique A), de I'lL-B (graphique B), de I'IL-6 (graphique C) et du TdNFgraphique D) sont
guantifiées aux différents temps de culture (en abscisses) par PCR quantitative en temps réel par rapport
au gene de référence RPS29.

[11.2.b Expression des cytokines pro-inflammatoires

La CRP induit dans les monocytes, aprés 12H de culture, une augmentation de
'expression des cytokines pro-inflammatoires IL-{1,6 fois), IL-1p (1,6 fois) et IL-6
(2,4 fois). Seule I'expression du TNFest diminuée apres 12H de culture (Figure 44). Nous
pensons que le pic d’expression du T&NBR pu ne pas étre correctement estimé lors de la
cinétique d’expression.

Nous démontrons que les monocytes isolés répondent a la CRP en modulant la
synthese de certaines cytokines pro-inflammatoires. Aucune expérience concernant une

potentielle implication de I'azide de sodium n’a été effectuée pour le moment.
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Figure 44: Variation de I'expression en ARNm de différentes cytokines pro-inflammatoires dans les monocytes
cultivés 20H puis traités (CRPp) ou non (Contréle) avec 25ug/mL de CRP purifiée durant 12 heures.
Les résultats obtenus a partir de 11 a 16 échantillons différents par PCR quantitative en temps réel par
rapport au géne de référence RPS29 sont exprimés en moyenne de variation de I'expression en ARNm
du géne +/- écart-type. * p<0,05 (test de Mann-Whitney) par rapport au témoin sans CRP.

[11.3 Effets de la CRP sur le remodelage de la paroi artérielle

[11.3.a Approche transcriptionnelle

Afin de vérifier si la CRP a également un effet activateur sur la synthése de molécules
impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire dans les monocytes, nous avons
suivi, en RT-PCR quantitative en temps réel, I'expression en ARNm de MMP-¥, et
PAI-2 sous l'influence de la CRP (Figure 45).
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Figure 45: Effets de la CRP purifiée (CRPp) sur I'expression en ARNm de MMP-9, PAk2-bt dans les
monocytes isolés, mis au repos durant 20 heures et traités pendant 12 heures avec 25ug/mL de CRPp.
Les résultats obtenus par PCR quantitative en temps réel & partir de 16 a 20 échantillons différents ont
été normalisés par rapport au géne de référence RPS29 et sont exprimés en moyenne de variation par
rapport aux monocytes non traités avec la CRPp. * p<0,05 (test de Mann-Whitney) par rapport au
controle (sans traitement a la CRP).
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Nous observons une augmentation significative de I'expression en ARNm de PAI-2 et
unediminution significative de I'expression en ARNm de2*M, comme nous l'avions noté
dans les PBMC. Nous n'observons cependant aucune variation de la synthése d'’ARNm de

MMP-9 dans les monocytes isolés en présence de CRP a ce temps de mesure.

[11.3.b Approche protéique

Nous avons voulu confirmer si I'absence de régulation de I'expression en ARNm de
MMP-9 dans les monocytes traités 12H avec la CRP purifiée était conservée au niveau de la

protéine.

[11.3.b.a Dosage de la MMP-9 par test ELISA

Par dosage ELISA, nous avons déterminé les variations de concentration en
proMMP-9 et en MMP-9 active dans les surnageants de culture de monocytes incubés 12H ou
24H avec 25ug/mL de CRP purifiée (Figure 46).

Nous observons une légere diminution de la proMMP-9 et de la MMP-9 active dans
les surnageants de monocytes incubés 12H avec la CRP (Figure 46A) mais ces variations ne

sont pas significatives. A 24H (Figure 46B), cette tendance n’est plus du tout observée.
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Figure 46: Effets de la CRP sur I'expression de proMMP-9 et MMP-9 active dans les surnageants de culture de
monocytes isolés. Les monocytes ont été cultivés 12H (graphique A) ou 24H (graphique B) en présence
de 25ug/mL de CRP purifiée et les dosages ont été effectués par test ELISA sur les surnageants des
cultures cellulaires. Les variations observées a partir de 3 a 6 échantillons distincts sont exprimées en
moyenne +/- écart-type.
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[11.3.b.f Mesure de I'activité gélatinase de la MMP-9

Aucune variation n'ayant été démontrée dans les monocytes sur le niveau d’expression
de MMP-9 en ARNm et en protéines, nous avons voulu confirmer cette observation en
suivant I'influence de la CRP sur I'activité catalytique de la MMP-9 dans les surnageants de

culture de monocytes isolés (Figure 47).

CRP purifieée
25ug/mL

Figure 47: Zymogramme représentatif de I'activité gélatinase de la MMP-9 dans des surnageants de culture de
monocytes traités (+) ou non (-) avec 25ug/mL de CRP purifiée pendant 12H. Les mémes résultats sont
obtenus aprés 12H (pour 8 échantillons) ou 24H (pour 3 échantillons) de culture en présence ou non de
CRP.

- +

Nous confirmons, par zymographie, que la CRP n'a aucun effet sur l'activité
enzymatique de la MMP-9, ce qui nous permet de conclure que la CRP n’exerce aucune

action sur les monocytes isolés en ce qui concerne la régulation de la MMP-9.

[11.4 Approche globale de la régulation protéique par la CRP dans les monocytes

L’absence de régulation de la MMP-9 observée avec les monocytes isolés nous a
conduit a élargir notre champ d’étude protéique afin de déterminer si la CRP pouvait réguler

I'expression d’autres protéines.

[ll.4.a Utilisation de puces a protéines

Nous avons testé dans les surnageants de culture de monocytes traités ou non avec
25ug/mL de CRP purifiée pendant 24H, I'expression de 79 protéines différentes pouvant
intervenir dans la physiopathologie de I'athérosclérose. Cette étude globale a pu étre réalisée a
'aide de puces a protéines RayBio™ Human Cytokine Array V (Tebu-Bio, Le Perray en
Yvelines, France). Apres hybridation, détection et normalisation, nous avons pu mettre en
évidence dans un premier temps, entre autres, une surexpression du VEGF (1,8 fois) par la
CRP purifiée dans les surnageants de culture de monocytes (Figure 48). D’autres protéines

99



Résultats

telles que MCSF, MCP-2, SDF-1 et PBGF-BB semblent étre en quantité plus abondante en
présence de CRP purifiée. Par contre, quelques protéines, dont G@ROG, voient leurs
expressions diminuer en présence de CRP purifiée.
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Figure 48: Résultat représentatif de deux puces détectant 79 protéines différentes dans les surnageants de culture
de monocytes isolés, mis au repos pendant 20 heures puis traités durant 24 heures avec 25ug/mL de
CRPp. Les monocytes d’'un méme individu sont traités ou non avec 25ug/mL de CRP purifiée. Les
surnageants des cultures sont récupérés, traités avec un cocktail d’anti-protéases et déposés chacun sur
une puce. Apres révélation, I'intensité des signaux est comparée entre la puce témoin et la puce CRP
d’'un méme donneur. L'analyse densitométrique a partir de 3 donneurs différents a révélé une quantité
protéique de VEGF en moyenne 1,8 fois plus importante dans les surnageants de monocytes traités avec
la CRP par rapport aux surnageants témoins.

Apres 24 heures de culture en présence de CRP, nous n’observons pas de variations de
la quantité des protéines lll1L-1p, TNFa et IL-6 dans les surnageants de culture de
monog/tes. Nous ne pouvons pas, a ce niveau de I'étude, établir de corrélation entre la CRP
purifiée et la synthése de ces protéines. Seules les variations en ARNm aprés 12 heures de
contact avec la CRP purifiée ont pu étre démontrées. Des expériences complémentaires
effectuées avec des temps de traitement avec la CRP purifiee inférieurs mais aussi supérieurs
a 24 heures pourraient permettre, si elle existe, la mise en évidence d’une régulation de leurs
synthéses protéiques par la CRP.

Cette approche globale par puces a protéines nous a donc permis de mettre en

evidence de nouvelles régulations de la CRP dans les monocytes dont celle du VEGF.

[11.4.b Confirmation de la surexpression du VEGF-A par test ELISA

La technologie de puces a protéines ne permettant pas de quantifier aisément et
précisément les variations observées, nous avons voulu confirmer par test ELISA
'augmentation protéique du VEGF-A dans les surnageants de culture de monocytes traités
avec la CRP purifiée. Sachant que le fournisseur des puces a protéines était dans l'incapacité

de nous préciser si les anticorps immunoabsorbés détectaient de maniere spécifique le
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VEGF-A ou I'ensemble des formes du VEGF, nous avons choisi de quantifier le VEGF-A par

ELISA car cette forme est ultramajoritaire dans les monocytes (Figure 49).
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Figure 49: Variations du VEGF-A mesurées par test ELISA dans les surnageants de culture de monocytes traités
ou non avec 25ug/mL de CRP purifiée durant 24H. La moyenne des variations de 3 échantillons
différents est représentée avec leur écart-type. * p<0,05 par rapport au contrble (cellules non traitées)

Apres 24H de culture en présence de 25ug/mL de CRP purifiée, nous n'observons pas
d’augmentation significative de la concentration en VEGF-A dans les surnageants de culture
des monocytes. Le nombre d’échantillons pour ce dosage étant faibles, il nous est possible
d’émettre une réserve quant au résultat obtenu. Nous observons une tendance a
laugmentation qui pourrait devenir significative si le nombre d’échantillons testés était plus
important. Des expériences complémentaires sur un plus grand nombre d’échantillons a

différents temps de culture permettraient de répondre a cette question.

ll.4.c Etude de la régulation transcriptionnelle du VEGF-A par la CRP

Bien que nous n'ayant pas pu confirmer pour le moment 'augmentation protéique du
VEGF-A par test ELISA, nous nous sommes tout de méme intéressés a une éventuelle
régulation transcriptionnelle du VEGF-A par la CRP purifiée. Pour cela, nous avons étudié
I'expression en ARNm du VEGF-A en RT-PCR sur une cinétique de culture de monocytes

traités ou non avec 25ug/mL de CRP purifiée (Figure 50).
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Figure 50: Profil d’expression du VEGF-A (formes prédominantes VEGF 121 et VEGF 165) obtenu par
RT-PCR dans les monocytes traités avec 25ug/mL de CRP purifiée pendant 2, 6, 12 ou 24 heures. Les
produits PCR obtenus pour un échantillon sont visualisés sous UV aprés migration sur gel
d’agarose-BET (Figure A). L'expression du VEGF-A est rapportée a celle du géne de la GAPDH aprés
analyse densitométrique des signaux (Figure B).
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Les deux isoformes prédominantes du VEGF-A (VEGF165 et VEGF121) étudiées
varient d'une maniere similaire en présence de CRP purifiée. L’'augmentation de I'expression
du VEGF-A par la CRP purifiee semble s’effectuer de maniere cyclique avec un premier pic
d’expression a 6H puis un second plus important a 24H.

La CRP régule donc I'expression en ARNm du VEGF-A dans les monocytes.

[11.5 Résumé des effets de la CRP sur les monocytes

Nous avons pu mettre en évidence, dans les monocytes isolés, que la CRP régulait la
synthése de cytokines pro-inflammatoires. Aucune variation de la MMP-9 n’a pu étre détectée
contrairement aux PBMC. Nous avons par ailleurs pu démontrer que I'expression du VEGF-A
et en particulier de ses deux isoformes prédominantes (VEGF 121 et VEGF 165) est
augmentée par la CRP purifiée au niveau de son ARNm (Figure 51). La modification au

niveau protéique n’a pas encore pu étre confirmée.
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Figure 51: Résumé des différents effets de la CRP observés sur les monocytes isolés. Les signes "+" désignent
une activation, les signes "—" une répression et X indique I'absence de régulation de MMP-9 par rapport
aux PBMC.

Il nous faut a présent comprendre les mécanismes de régulation existant entre la CRP
et le VEGF-A.

IV. Etude des effets de la CRP sur la lignée monocytaire humaine THP-1

Afin de contourner les problemes liés au prélévement sanguin et a la purification des
monocytes (variabilité inter-individuelle importante, faible proportion de ces cellules dans le
sang), nous avons utilisé un modele cellulaire afin d’étudier les mécanismes de régulation du
VEGF-A par la CRP. Nous avons choisi la lignée cellulaire THP-1 qui se rapproche
phénotypiqguement et génétiguement le plus des monocytes utilisés dans la précédente étude.
Dans un premier temps, nous avons verifié que les cellules THP-1 répondaient de maniere

similaire aux monocytes a un traitement par la CRP purifiée.
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IV.1 Effets de la CRP sur la synthese de cytokines par les cellules THP-1

IV.1.a Cinétique d’expression des cytokines pro-inflammatoires

QJ‘

Nous nous sommes intéressés a linfluence des CRP purifiée et recombinante
2,5ug/mL et 25pg/mL sur I'expression des ARNm H,-IL-18 et TNFo des cellules THP-1
guenous avons analysée par PCR quantitative en temps réel (Figure 52).
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Figure 52: Cinétiques d’expression en ARNm des cytokines pro-inflammatoires pour des cellules THP-1 traitées
avec 2,5 pg/mL de CRP recombinante (A). L'expression des cytokines, ILL-113 et TNFo a été
suivie par RT-PCR quantitative en temps réel en fonction du temps de culture. Des profils identiques
ont été obtenus dans trois expériences distinctes. En B, les ratios ARNm cytokine/ARNm RPS-29 sont
résumés a partir de 3 expériences différentes pour les trois cytokines étudiées aprés 1H30 de traitement
des cellules THP-1 avec 2,5ug/mL ou 25ug /mL de CRP purifiée ou recombinante.

Le traitement des cellules THP-1 avec 2,5ug/mL de CRP recombinante induit
'expression en ARNm des cytokines IL;1iL-1p et TNFo des 30 minutes avec un pic
d’expression a 90 minutes. La CRP purifiee a 2,5ug/mL donne exactement le méme profil
d’expression mais avec une amplitude de réponse moindre (Figure 52B). L'utilisation de
25ug/mL de CRP purifiée ou recombinante permet de retrouver une cinétique d’expression

identigue mais avec une synthése d'’ARNm de cytokines pro-inflammatoires accrue. On
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retrouve alors des ratios d’expression beaucoup plus élevés que lors de I'utilisation de CRP a
2,5pg/mL (Figure 52B).

Comme dans les monocytes isolés, la CRP favorise une augmentation de TARNm des
cytokines pro-inflammatoires ILed IL-1 et TNFa. Il apparait que l'induction de synthése de
ces cytokines est CRP dose-dépendante et dépend du type de CRP utilisé. En effet, le
traitement avec la CRP recombinante potentialise la surexpression par rapport a la CRP
purifiée. De plus, nous montrons I'existence d’'un effet dose-dépendant dans I'expression de

ces cytokines pour des concentrations de 2,5 et 25ug/mL de CRP.

IV.1.b Effet de I'azide de sodium sur I'expression de I'llefidu TNF-cdans les
cellules THP-1

Nous avons étudié l'effet éventuel de I'azide de sodium sur I'expression des deux
cytokines pro-inflammatoires, IL-18t TNFuo, dans les cellules THP-1. Les cellules THP-1
ont été mises en culture en présence de la solution de CRP purifiée commerciale ou avec cette
méme solution débarrassée de I'azide de sodium aprés passage sur colonne. Nous avons suivi

I'expression de certaines cytokines par PCR quantitative en temps réel (Figure 53).
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Figure 53: Effet de I'azide de sodium sur I'expression en ARNm des cytokines pro-inflammatoir@sell -1
TNFo dans des cellules THP-1. Les cellules ont été traitées durant 90 minutes avec 25 pg/mL de CRP
purifiée débarrassée (CRP colonne) ou non (CRP) de 'azide de sodium. Les expressions en ARNm de
'IL-1 B et du TNF ont été mesurées par PCR quantitative en temps réel et normalisées par rapport au
géne de référence RPS29.

Pour les deux cytokines testées, I'effet observé avec la CRP commerciale est annulé
lorsque l'azide de sodium est retiré. L'augmentation initiale serait donc due a la présence

d’azide de sodium et non a la CRP tout comme avec les PBMC.

105



Résultats

IV.1.c Effet du LPS pouvant contaminer les préparations de CRP commerciales sur les
cellules THP-1

Les effets ou une partie des effets observés sur certains types cellulaires traités par les
CRP commerciales seraient dds, de I'avis de certains auteurs, a la présence d’endotoxine
(LPS) dans les solutions. Nous avons donc testé les effets de 25ug/mL de CRP purifiée ou
recombinante sur I'expression en ARNm de I'lL;1d# -1 et du TNF en présence ou non
de 50ug/mL de polymyxine B, fixateur et inactivateur du LPS, sur les cellules THP-1
(Figure 54).
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Figure 54: Variations de I'expression en ARNm de cytokines pro-inflammatoires des cellules THP-1 en
présence ou non de 50ug/mL de polymyxine B et traitées ou non pendant 3 heures avec 25ug/mL de
CRP purifiée ou recombinante. L'expression en ARNm des cytokines pro-inflammatoires IL-1
(graphique A), IL-B (graphique B) et TNk (graphique C) a été suivie par RT-PCR quantitative en
temps réel et rapportée au gene de référence RPS29. Des résultats similaires ont été observés dans deux
expériences distinctes.

La pré-incubation des cellules THP-1 avec la polymyxine B, 30 minutes avant I'ajout
de la CRP, ne semble pas modifier I'effet de la CRP purifiée sur I'expression en ARNm de
lIL-1 0 et du TNF. L'expression en ARNm de P'lL-1fest plus sensible a la présence
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d’endotoxines car 'augmentation notée avec 25ug/mL de CRP purifiée n’est plus observée en
présence de polymyxine B.

D’autre part, 'augmentation de I'expression en ARNm de ces cytokines induit par la
CRP recombinante chute littéralement en présence de polymyxine B ce qui laisse a penser
gu’il existe des endotoxines dans les solutions commerciales de CRP recombinante
responsables d’'une forte expression de l'lLdtade I'lL-1p. L'expression en ARNm du
TNFa, bien que diminuée en présence de polymyxine B, seattd moins dépendante de la

présence d’endotoxines en comparaison avec I'lletlldL-1p.

V.2 Influence de la CRP sur l'activité de MMP-9 dans les cellules THP-1

IV.2.a Mise en évidence de I'activité MMP-9

Par zymographie, nous avons étudié l'effet de la CRP sur I'activit¢ MMP-9

dans les surnageants de cellules THP-1 traitées avec 25ug/mL de CRP purifiée ou

recombinante (Figure 55).

<+—— proMMP-9

CRP

LPS T CRPp .

Figure 55: Variations de l'activitt MMP-9 observée par zymographie dans les surnageants de cellules THP-1
traitées ou non avec 25ug/mL de CRP purifiée (CRP) ou recombinante (CRPrec) pendant 24 heures.
Les surnageants des cellules THP-1 traitées avec 1ng/mL de LPS (LPS) font office de contrble positif.
T : témoin sans traitement. Des résultats similaires ont été observés dans deux expériences distinctes.

Contrairement aux monocytes, nous observons une augmentation de [activité
proMMP-9 sous l'effet de la CRP et I'amplitude d’induction semble identique pour les deux
types de CRP.

IV.2.b Confirmation par dosage ELISA
Les surnageants de cultures de cellules THP-1 traitées ou non avec 2,5ug/mL ou

25ug/mL de CRP purifiée ou recombinante ont été utilisés afin de mesurer les concentrations

de MMP-9 total et de confirmer les observations obtenues par zymographie (Figure 56).
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Figure 56: Variations des concentrations protéiques en MMP-9 total dans les surnageants des cellules THP-1
traitées ou non avec 2,5ug/mL ou 25ug/mL de CRP purifiée (CRP) ou recombinante (CRPrec) pendant
24 heures. Les résultats des dosages ELISA sont présentés sous forme de moyennes +/- écart-type de 4
a 8 expériences différentes. * p<0,05 et ** p<0,01 par rapport au témoin sans CRP (test de
Mann-Whitney).

Les résultats présentés en figure 56 démontrent que les deux types de CRP activent la

synthese protéique de MMP-9 et ceci de maniéere dose-dépendante.
IV.2.c Approche par mesure de la quantité dARNm MMP-9

Nous avons étudié en paralléle si 'augmentation protéique de la MMP-9 était liée ou
non a une néosynthese. Pour cela, nous avons suivi en PCR quantitative en temps réel les

variations de la quantité d’ARNm de MMP-9 sous I'action de la CRP (Figure 57).
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Figure 57: Variations au cours du temps de I'expression en ARNm de MMP-9 avec les cellules THP-1 traitées
avec 2,5ug/mL de CRP recombinante (CRPrec).

Nous retrouvons une augmentation de la quantit¢ d’ARNm du gene MMP-9 dés 6

heures de contact avec la CRP recombinante avec un maximum d’induction a 24H avec une
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expression de ’TARNm MMP-9 environ 70 fois supérieure a la normale. La régulation par la

CRP semble donc s’effectuer également au niveau de ’ARNm de MMP-9.
IV.2.d Voies de signalisation impliquées
Nous avons également testé, par zymographie, les variations protéiqgues de MMP-9
dans les surnageants de culture de cellules THP-1 traitées avec différents inhibiteurs

enzymatiques (Figure 58). Les inhibiteurs étant solubilisés dans du DMSO, nous avons testé

S’il existait un effet éventuel du DMSO sur l'activité MMP-9 dans les cellules THP-1.
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Figure 58: Influence de certains inhibiteurs enzymatiques sur les variations de l'activitt MMP-9 pour des
cellules THP-1 traitées avec 25ug/mL de CRP recombinante (CRPrec) durant 24 heures (n=2). Les
surnageants des cellules THP-1 traitées avec 1ng/mL de LPS (piste 1) font office de contrdle positif.
Piste 2 : DMSO 0,1% ; piste 3 : DMSO 0,1% + CRPrec 25ug/mL; piste 4 : CRPrec 25ug/mL ; piste 5 :
CRPrec 25ug/mL+PD98059 10uM; piste 6: CRPrec 25ug/mL+Ly294002 10uM; piste 7:
CRPrec 25ug/mL+SB203580 20uM ; piste 8 : CRPrec 25ug/mL+SB202190 20uM ; piste 9: THP-1
non traitées. Les résultats obtenus sont identiques avec 25ug/mL de CRP purifiée.

Nous observons que la présence de DMSO augmente la quantité de MMP-9 induite
par la CRP alors que le DMSO seul n'a aucun effet significatif. L'activité gélatinase est
réduite de 40% avec l'inhibiteur de MEK1/2 (PD98059), et de 70% avec l'inhibiteur de la
phosphatidyl inositol-3 kinase (Ly294002) en comparaison avec l'activité mesurée en
présence de 25ug/mL de CRP recombinante. Ces deux observations ont été confirmées en
PCR quantitative en temps réel (résultats non présentés). On note que les inhibiteurs de
p38MAPKinase (SB203580 et SB202190) ne bloguent pas de maniere significative la
production de MMP-9 (environ 15% de baisse en moyenne par rapport a I'activitt¢ CRP
seule).

Il semblerait donc que la production de MMP-9 soit régulée par la CRP et ce, par

I'intermédiaire des voies MEK1/2 et PI13-Kinase sans passer par la voie p38MAPKinase.
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IV.2.e Effet de I'azide de sodium sur la synthese de MMP-9

Suite a la parution de plusieurs articles attribuant certains effets de la CRP aux
contaminants présents dans les solutions commerciales et non a la protéine elle-méme, nous
nous sommes intéressés a I'impact de I'azide de sodium dans la synthese protéique de MMP-9
total. Une fraction de la CRP recombinante a été débarrassée de l'azide de sodium aprées
passage sur des colonnes de purification (CRPrec colonne). Les cellules THP-1 ont été
traitées avec 25ug/mL de CRP recombinante ou de CRPrec colonne. Les résultats sont

présentes figure 59.
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Figure 59: Influence de l'azide de sodium sur la synthése protéique de MMP-9 total dans les surnageants de
cellules THP-1 cultivées durant 24H avec 25ug/mL de CRPrec ou 25pg/mL de CRPrec débarassée de
I'azide de sodium (CRPrec colonne). Les concentrations en MMP-9 total sont déterminées par dosage
ELISA et sont exprimées en moyenne +/- écart-type de 4 a 8 expériences distinctes. ** p<0,01 par
rapport au témoin sans traitement.

Nous retrouvons l'effet activateur de la CRP recombinante que nous avons mis en
évidence en zymographie et en PCR quantitative. Cet effet n’est plus du tout observé lorsque
'azide de sodium est retiré de la solution de CRP recombinante. Il semble donc que
'augmentation de MMP-9 total observée initialement ne soit pas due a la CRP mais a l'azide

de sodium présent dans la solution, tout comme les PBMC.

IV.3 Effets de la CRP sur la synthése de VEGF-A

Afin d’approfondir notre étude sur 'induction du VEGF-A par la CRP, deux doses ont
été testées (2,5ug/mL et 25ug/mL) sur les cellules THP-1 en utilisant les CRP purifiée et

recombinante. Apres lyse des cellules et extraction des ARN totaux, I'expression du VEGF-A
total a été étudiée par RT-PCR.
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IV.3.a Influence de la CRP sur I'expression du VEGF-A

L’expression en ARNm du VEGF-A a été suivie par RT-PCR apres différents temps

d’exposition avec 2,5 ou 25ug/mL de CRP purifiée ou recombinante (Figure 60).
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Figure 60: Variations de I'expression en ARNm du VEGF-A dans les cellules THP-1 apres traitement avec 2,5
ou 25ug/mL de CRP purifiee (CRP) ou recombinante (CRPrec). L'actine gamma est utilisée comme
géne rapporteur et la valeur de 1 a été attribuée de maniere arbitraire au témoin sans CRP a Omin. Les
résultats présentés ont été obtenus dans trois expériences différentes.

Nous observons un pic d’expression de 'ARNm VEGF-A total apres 3H de contact
entre les cellules THP-1 et 2,5ug/mL ou 25ug/mL de CRP recombinante. Les résultats sont
similaires lors du traitement avec les mémes doses de CRP purifiée.

Dans cette étude, nous montrons qu'il existe une augmentation de I'expression en
ARNmM du VEGF-A total quel que soit le type de CRP utilisé. Nous observons qu’une
concentration en CRP de 2,5ug/mL est suffisante pour induire une augmentation significative
de la quantité d’ARNm du VEGF-A. Cette augmentation est peut-étre due a une néosynthése
d’ARNm, a une stabilisation accrue de 'ARNm ou les deux. De méme, il existe un effet
concentration-réponse car une dose de 25ug/mL de CRP optimise l'augmentation

d’expression observée a 2,5ug/mL.
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IV.3.b Effets de la CRP sur lI'expression protéique du VEGF-A dans les
surnageants des cultures de cellules THP-1

Les concentrations protéiques de VEGF-A dans les surnageants des cultures de
cellules THP-1 ont été déterminées par test ELISA afin d’évaluer I'impact des différents

traitements sur la concentration de la protéine (Figure 61).
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Figure 61: Effet dose-réponse de la CRP sur la libération de VEGF-A dans les surnageants de culture de cellules
THP-1 traitées durant 24H avec 2,5 ou 25ug/mL de CRP purifiée (CRP) ou de CRP recombinante
(CRPrec). Les résultats obtenus par dosage ELISA représentent les moyennes de concentration en
VEGF-A +/- écart-type de 3 expériences différentes. * p<0,05 par rapport au témoin sans CRP ;
£ p<0,05 par rapport a la dose 2,5ug/mL (test de Mann-Whitney).

Nous observons une augmentation de la concentration en VEGF-A dans les
surnageants de culture de cellules THP-1 traitées avec la CRP. Il existe également, comme au

niveau transcriptionnel, un effet dose de la CRP sur la libération de VEGF-A.
Nous confirmons par ce test et par les expériences en RT-PCR que la CRP induit la

surexpression du VEGF-A total au niveau de 'ARNm et au niveau protéique sur les cellules
THP-1.
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IV.3.c Effet des contaminants de la CRP sur I'expression du VEGF-A

Nous avons étudié de maniere cinétique I'influence éventuelle de I'azide de sodium et
du LPS sur I'expression du VEGF-A par RT-PCR et par ELISA. Pour cela, une solution
d’azide de sodium a 0,1% correspondant a la concentration utilisée dans les solutions de CRP
a été testée sur les cellules THP-1. En parallele, 'augmentation de I'expression en ARNm et
en protéines du VEGF-A a été suivie apres traitement avec la solution de CRP recombinante a
25ug/mL mais également avec cette méme solution préalablement purifiée sur colonnes
(BioSpin columns puis Detoxi-gel Endotoxin Removal columns) traitée ou non avec 20uM de

polymyxine B (Figure 62).

La solution d’azide de sodium a 0,1% n’augmente pas significativement TARNm et
les protéines du VEGF-A. De plus, la CRP passée sur colonnes, donc débarassée de I'azide de
sodium et du LPS contaminants, augmente toujours I'expression du VEGF-A (ARNm et
protéines) de maniére identique a la CRP non traitée. Ces deux expériences confirment donc
'absence d’effet de I'azide de sodium dans I'expression du VEGF-A par la CRP.

Les endotoxines ne modifient pas l'augmentation du VEGF-A observée. Apres
passage sur les deux colonnes, en présence ou non de polymyxine B, la CRP recombinante
induit 'augmentation de la synthése du VEGF-A en ARNm et en protéines d’'une maniére
identique a celle de la CRP recombinante non traitée. Si des contaminants existent dans les
solutions de CRP recombinante, ils ne sont donc pas responsables des effets observes sur la
synthése du VEGF-A par la CRP.

Nous pouvons donc affirmer que les effets décrits sur la synthése du VEGF-A sont
bien dis a la CRP et non pas a des éléments contaminants tels que I'azide de sodium et/ou le
LPS.
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Figure 62: Effet des contaminants de la solution commerciale de CRP sur I'expression du VEGF-A en ARNm

dans les cellules et en protéines dans les surnageants des cultures de cellules THP-1 traitées avec 2,5 ou
25ug/mL de CRP recombinante (CRPrec non traitée). Une partie de la solution commerciale de CRPrec

a été débarrassée de l'azide de sodium et des endotoxines par passages successifs sur deux colonnes
(BioSpin columns puis Detoxi-gel Endotoxin Removal columns) puis a été ajoutée a des concentrations
de 2,5pg/mL ou 25pug/mL aux cultures cellulaires (CRPrec colonne). En guise de contrdle, une solution
de polymyxine B a 20ug/mL a complété le traitement avec la CRPrec colonne. A: Cinétique
d’expression en ARNm du VEGF-A par RT-PCR. Le géne de I'actine gamma fait office de gene de
référence. B : Dosage ELISA du VEGF-A dans les surnageants des cultures de cellules THP-1 traitées
durant 24H avec 2,5ug/mL de CRPrec. Des résultats similaires ont été obtenus avec 25ug/mL de
CRPrec. Les résultats présentés sont exprimés en moyennes +/- écart-type de 3 expériences différentes.
* p<0,05 par rapport aux THP-1 a TO (cellules sans traitement a Omin), £ p<0,05 par rapport a CRPrec
colonne (test de Mann-Whitney).
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IV.4 Etude des voies de signalisation impliquées dans la synthése du VEGF-A par
la CRP

Nous avons démontré que les cellules THP-1 et les monocytes isolés répondaient de
maniere identique a la CRP en augmentant leur synthese de VEGF-A. Nous avons donc utilisé
les cellules THP-1 afin d’étudier les voies de signalisation activées par la CRP lors de
laugmentation de la synthése du VEGF-A. Au vu de la littérature, nous avons étudié quatre
voies de signalisation susceptibles d’étre activées par la CRP : la voie MEK1/2, la voie
PI13-Kinase, la voie p38MAPKinase et la voie NFkB.

IV.4.a Approche par l'utilisation de différents inhibiteurs de transduction du

signal

Les cellules THP-1 ont été pré-traitées avec un inhibiteur spécifique de la voie
MEK1/2 (PD98059), de la voie PI3Kinase (Ly294002) ou de la voie p38MAPKinase
(SB203580 ou SB202190). Une expérience paralléle a été réalisée en utilisant un inhibiteur de
synthese protéique, le cycloheximide. Aprés une heure d’incubation avec linhibiteur, la CRP
recombinante est ajoutée a une concentration finale de 2,5ug/mL. Nous avons testé par
dosage ELISA sur les surnageants des cultures, I'influence de ces inhibiteurs sur la synthése
du VEGF-A induite par la CRP. Les quatre inhibiteurs des voies de signalisation étant
solubilisés dans du DMSO, nous avons verifié que ce dernier n’influait pas sur la synthése de
VEGF-A (Figure 63).
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Figure 63: Effet des inhibiteurs PD98059, Ly294002, SB203580, SB202190 et cycloheximide sur la synthése
protéique de VEGF-A induite par la CRP recombinante a 2,5ug/mL aprés 24H de traitement. Les
résultats des dosages par ELISA pour trois expériences différentes sont exprimés sous forme de
moyenne de concentration en VEGF-A +/- écart type. * p<0,05 par rapport aux contréles sans CRP,
avec et sans DMSO ; £ p<0,05 par rapport au traitement CRPrec 2,5ug/mL seule.

Dans un premier temps, nous confirmons une augmentation de la concentration
du VEGF-A sous l'influence de la CRP recombinante a 2,5ug/mL sur les cellules THP-1. Le
DMSO présent dans les solutions d’inhibiteurs n’a pas d’effet significatif sur 'augmentation
de la concentration protéique de VEGF-A initiée par la CRP. Un prétraitement avec
SB203580 ou SB202190 ne modifie pas de maniere significative l'augmentation de
concentration protéique du VEGF-A sous l'effet de la CRP aux concentrations utilisées. Par
contre, PD98059 et Ly294002 inhibent pratiquement totalement 'augmentation de VEGF-A
induite par la CRP.

Ces résultats démontrent que la CRP augmente la synthése du VEGF-A par
l'intermédiaire des voies de signalisation MEK1/2 et PI3-Kinase dans la lignée cellulaire
THP-1. La voie p38MAPKinase ne semble pas utilisée car les inhibiteurs de cette voie qui ont
ete testés ne modifient pas les effets de la CRP. La synthése du VEGF-A n’étant diminuée que
de moitié en présence de cycloheximide, ceci implique que l'augmentation de VEGF-A

observée n’est pas exclusivement issue d’une synthése de novo.
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IV.4.b Approche par Western-blot

Nous avons voulu confirmer les observations effectuées par test ELISA en démontrant
une activation effective par la CRP de la voie MEK1/2 par la phosphorylation des protéines
ERK1/2 (p42 et p44). Nous avons egalement tenté de détecter la protéine p38 phosphorylée,
résultat de I'activation de la voie p38MAPKinase (Figure 64).

== B == Phospho p42/44
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Figure 64: Analyse par Western-blot des voies de signalisation ERK et p38MAPK dans les cellules THP-1
traitées avec la CRP. Les protéines ERK1/2 (p42/44) phosphorylées, p38 phosphorylées ainsi que les
protéines p42/44 totales ont été détectées a partir des cellules THP-1 sans traitement (C ou contrdle) ou
traitées avec 2,5ug/mL de CRP recombinante pendant 30 minutes, 2 heures ou 4 heures. Le contrble
positif de la phosphorylation de p38 (Pos) correspond aux cellules THP-1 traitées avec 100ng/mL de
LPS.

L’analyse densitométrique a permis de démontrer que les protéines p42/44 sont
phosphorylées dés la trentieme minute apres ajout de la CRP. Cette phosphorylation augmente
a 2H puis est diminuée a 4H. Aucune phosphorylation de la protéine p38 n’a été détectée dans
les cellules THP-1 traitées ou non avec la CRP.

Nous confirmons ainsi que la CRP augmente la synthese du VEGF-A en activant la

voie de signalisation MEK1/2. La voie p38 n’intervient pas dans cette régulation.

Nous avons par ailleurs testé, en Western-blot, lI'influence de la CRP sur I'état
d’activation des protéines Akt et NB (Figure 65).

La phosphorylation de la protéine Akt, effectuée en aval de l'activation de la
P13-Kinase, a été suivie afin d’avoir une preuve indirecte de I'activation de la voie PI3-Kinase
par la CRP. En terme d’activation de la voiexBFil nous a semblé plus judicieux de suivre
I'internalisation de la protéine NB p65 dans le noyau des cellules THP-1 traitées kvec
CRP.
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Figure 65: Analyse par Western-blot des voies de signalisation Akt eBNfans les cellules THP-1 traitées
avec la CRP. Les protéines Akt phosphorylées et Akt totales ont été mises en évidence dans les cellules
THP-1 traitées pendant 30minutes, 2 heures et 4 heures avec 2,5ug/mL de CRP recombinante.
L’internalisation de la protéine NBp65 dans le noyau des cellules THP-1 a été suivie dans les mémes
conditions de traitement des cellules. Le dépb6t de 10ug de protéines nucléaires obtenues a partir de
cellules THP-1 traitées ou non a permis la détection par western-blot de la protéBe68- Des
résultats similaires ont été obtenus dans trois expériences différentes.

Nous observons une phosphorylation de la protéine Akt des 30 minutes apres I'ajout
de la CRP recombinante. Cette phosphorylation devient plus importante apres 2 heures de
traitement avec la CRP puis stagne apres 4 heures de contact. Nous démontrons ainsi que la
voie Akt est activée par la CRP. Il reste a présent & démontrer I'association entre la
phosphorylation de la protéine Akt, I'activation de la voie PI3-Kinase et la synthése de
VEGF-A par la CRP.

Nous mettons également en évidence une internalisation de la prot&Be8B-dans
les noyaux des cellules THP-1 a partir de 30 minutes aprés ajout de 2,5ug/mL de CRP
recombinante. Cette internalisation est maximale aprés 2 heures de contact avec la CRP et
n'est plus observée apres 4 heures. La CRP active donc la weddfRs les cellules THP-1
pouvant ainsi favoriser la synthése de VEGF-A.

IV.5 Activation de la synthese du VEGF-A par la CRP via les récepteurs kR

Les voies de signalisation PI3-Kinase, MEK etidBFdans les cellules monocytaires
THP-1 sont utilisées par la CRP pour augmenter la synthese du VEGF-A. Les récepteurs
FcyRI et FgRIl étant décrits comme pouvant lier la CRP, nous rsmmmes interrogés sur
leur implication dans cette régulation. Nous avons donc commenceé a réaliser des expériences

en RT-PCR quantitative et en cytométrie de flux.
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IV.5.a Implication des récepteurs jIRdi (CD64) et FcRlla (CD32) dans
I'expression des ARNm VEGF-A par la CRP

Les cellules THP-1 ont été incubées durant 3 heures avec un anticorps anti-CD64 ou
un anticorps anti-CD32 en présence ou non de 2,5ug/mL de CRP purifiée. Une condition
expérimentale supplémentaire a été effectuée en utilisant les contréles isotypiques de ces deux
anticorps. Aprés extraction de I’'ARN total et rétrotranscription, I'expression en ARNm du

VEGF-A a été mesurée en PCR quantitative en temps réel (figure 66).
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Figure 66: Implication des récepteursyRl et FgRIl dans I'expression de TARNm du VEGF-A sous l'action
de la CRP Les cellules THP-1 ont été traitées pendant 3 heures en présence de 400ng/mL d’anticorps
anti-CD64 ou anti-CD32 ou avec leur contrble isotypique (respectivement 1gG1 et IgG2 de souris). La
CRP purifiée a été ajoutée a une concentration de 2,5ug/mL en présence ou non des anticorps anti-
CD64 ou anti-CD32. L'expression en ARNm du VEGF-A a été mesurée par PCR quantitative et
rapportée a la valeur de I'expression de la GAPDH. Les résultats présentés correspondent a une
expérience.

Nous voyons que la CRP augmente I'expression de 'ARNm VEGF-A comme déja
observé. Les anticorps anti-CD64 et antiCD32 utilisés séparément augmentent aussi cette
expression. Comme les cellules utilisées possedent des récepteurs au fragment Fc des
immunoglobulines, nous avons vérifié par les contréles isotypiques si ce phénomeéne était lié
au fragment Fc des anticorps ou a leur partie Fab. La figure 66 montre que ces 2 contrbles
n'ont aucune action sur ’TARNm VEGF-A. Donc les deux anticorps anti-CD64 et antiCD32,
en se fixant par leurs parties variables chacun sur leur récepteur, augmente I'expression de
'ARNmM du VEGF-A.
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Nous avons alors mis ensemble la CRP et l'un des anticorps pour tenter de
comprendre quel récepteur utilisait la CRP. Nous nous attendions a un effet additif ou a
obtenir au moins le résultat minimal (obtenu avec la CRP) or pas du tout. De fagon étonnante,
les 2 types de molécules semblent se géner pour la liaison aux récepteurs et 'augmentation
initialement observée est perdue. A nos yeux, trois hypothéses non exclusives sont possibles :

- la CRP et I'anticorps se génent pour se fixer au récepteur : il y a encombrement
stérique

- la CRP pentamérique (voire monomeérique) et l'anticorps divalent se génent
mutuellement pour se fixer aux récepteurs. C'est-a-dire qu’il y a un encombrement généralisé
a la surface de la cellule pour atteindre les récepteurs.

- la CRP et l'anticorps rentrent en interaction directe et cette liaison les empéche alors
de se fixer au récepteur.

IV.5.b Etude protéique de la fixation de la CRP syifet FgRIla

Nous avons alors realisé des expériences de cytométrie de flux avec les mémes
concentrations en CRP et en anticorps que lors de I'étude de I'expression en ARNm du
VEGF-A. Les cellules THP-1 ont été traitées avec la CRP purifiée en présence ou non de
I'anticorps anti-CD64 ou anti-CD32. Apres ajout d'un anticorps secondaire anti-IgG couplé

au FITC, nous avons mesuré la fluorescence émise par cytométrie en flux (figure 67).
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Figure 67: Mesure par cytométrie en flux de la fixation de la CRP sur les réceptal®bdtd=g/RIl pour les
cellules THP-1. Les cellules THP-1 ont été traitées pendant 30 minutes avec 400ng/mL d’'lgG anti-
CD64 ou anti-CD32 en présence ou non de 2,5ug/mL de CRP purifiée. La fluorescence émise par

I'anticorps secondaire anti-IgG couplé au FITC est mesurée par cytométrie en flux. Cette expérience a
été réalisée trois fois.
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En présence conjointe de CRP et d'un anticorps anti-CD64 ou anti-CD32, les
intensités de fluorescence mesurées diminuent par rapport a celles enregistrées avec les
anticorps seuls. Ceci semble indiquer une compétition entre la CRP et les anticorps anti-CD64
ou anti-CD32 au niveau du site de fixation des récepteyiRlfet FgRII.

L’'expérience n'a cependant pas permis de confirmer ou d’infirmer les 3 hypotheses
énoncées dans le paragraphe IV.5.a. Néanmoins, dans la litérature, il n'a jamais été décrit
d’interaction directe entre anticorps et CRP donc nous pouvons privilégier les 2 premiéeres
hypothéses qui peuvent bien slr co-exister. Plusieurs expériences sont envisageables pour les
tester :

- Utiliser des anticorps anti-CD64 ou anti-CD32 qui se lient a leur antigéne sans
entrainer d’effet sur le VEGF-A. Les résultats seront alors plus faciles a analyser.

- Utiliser des Ac de type Fab’2 donc sans leur partie Fc pour avoir moins
d’encombrements possibles et donc la encore plus de facilité a analyser les phénomenes.

- Faire varier les quantités de CRP ou d’Ac en laissant I'autre molécule en quantité

fixe. Cela permettra de mieux voir s’il y a une compétition, un encombrement stérique, etc.

IV.6 Résumé des effets de la CRP sur les cellules THP-1

Nous avons démontré que les cellules THP-1 se comportaient de la méme maniere que
les monocytes isolés lorsqu’elles sont mises en contact avec la CRP et sécretent des cytokines
pro-inflammatoires IL-&, IL-1p ainsi que TNE. Pour les THP-1, ces variations ne sont en
fait pas dues a la CRP mais a la présence d'azide de sodium et de LPS dans les solutions
commerciales de CRP. L'IL-6 n’a pas pu étre mise en évidence par nos techniques dans les
cellules THP-1.

Les augmentations d’expression de MMP-9 induites par la CRP et initialement
observées sont également dues a la présence d'azide de sodium dans les solutions de CRP
commerciales.

La CRP régule de maniere positive I'expression du VEGF-A des monocytes. Nous
avons retrouvé les mémes effets avec les cellules THP-1. L’augmentation d’expression du
VEGF-A passe par l'activation des voies de signalisation PI3-kinase et MEK1/2 (Figure 68).
Les voies AKT et NkB sont également activées par la CRP mais leur ligidarsynthése de
VEGF-A reste a démontrer. De plus, des expériences préliminaires indiquent que la CRP

utilise les récepteurs Rl et FgRIla pour augmenter cette expression.
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Figure 68: Résumé des effets observés dans les cellules THP-1 en présence de CRP. Les signes "+" désignent
une activation.

V. Résumé des effets de la CRP dans les trois types cellulaires étudiés

Nous nous sommes intéressés a l'action de la CRP sur trois types cellulaires que sont
les PBMC, les monocytes et les cellules THP-1.

Les variations d’expression des cytokines pro-inflammatoires (JUttdp et TNFw)
et de MMP-9 dans les trois types cellulaires ont été initialement attribuées a la CRP. lls sont
en fait dis aux endotoxines (LPS) et/ou a I'azide de sodium présents dans les solutions de
CRP commerciales utilisées.

Dans nos études, seule la synthése de VEGF-A est veéritablement induite par la CRP
dans les monocytes et les cellules THP-1. Pour les THP-1, cette régulation de la synthése du
VEGF-A se produit via la fixation de la CRP aux récepteusiRFet FgRIlla, déclenchant

ainsi l'activation des voies PI3-kinase, MEK1/2 et potentiellement Akt & BNF
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Discussion méthodologique

|. Le probleme des contaminants de la CRP

Depuis 2003, plusieurs équipes ont montré que certains effets observés a partir de
cellules endothéliales et musculaires lisses traitées avec les solutions commerciales de CRP
étaient des artéfacts dus a la présence de LPS ou d'azide de sodium dans les solutions [259,
261, 269, 270]. Depuis ces mises en évidence, les solutions de CRP commerciales ou
récupérées a partir de liquide pleural ont été systématiquement "purifiées" par passage sur
colonnes de détoxification et/ou par dialyse afin de d’enlever toute trace d’azide de sodium
[259 , 270, 308, 309]. L'utilisation de ces solutions "purifiées" a permis de démontrer que la
CRP pouvait induire une apoptose des cellules endothéliales ainsi qu'une production de
MMP-9 par des PBMC et des cellules THP-1 [308]. Il a pu également étre mis en évidence
l'existence d'une implication de la CRP sur la libération de certaines cytokines
chimioattractantes ou non par des cellules endothéliales aortiques humaines [310]. Dans cette
étude, la régulation par la CRP n’est en aucun cas affectée par le blocage du récepteur au LPS
(TLR4), ce qui exclue une possible intervention du LPS dans ce cas précis.

Il faut donc étre trés prudent quant a l'utilisation des solutions de CRP commerciales
et plus particulierement a la présence d’azide de sodium et éventuellement de traces de LPS.
C’est pour cette raison que nous avons testé l'influence de l'azide de sodium et des
endotoxines sur nos différents modéles cellulaires dés la parution des premiers articles sur ce

sujet.
|.1 Cas de I'azide de sodium

Pour les cellules THP-1 utilisées dans notre étude, l'azide de sodium seul, a une
concentration de 0,1% (concentration maximale indiquée dans les solutions commerciales de
CRP testées), n’a aucun effet sur I'expression en ARN et protéines du VEGF-A. La méme
observation a été faite avec les PBMC pour I'expression en ARN defl!IA-Linverse, pour
les PBMC, I'expression de 'ARNm MMP-9 est modifiée en présence d’azide de sodium a
0,1%.

Apres traitement des cellules avec des solutions de CRP débarrassées de I'azide de

sodium par passage sur colonne, 'augmentation initiale des ARNm de3l'dt de MMP-9

124



Discussion

observée avec la solution de CRP commerciale est perdue dans les PBMC. Pour les cellules
THP-1, l'utilisation de la CRP purifiée sur colonne fait disparaitre 'augmentation initiale de
'IL-1B et du TNF au moins en ARNm et de MMP-9 au moins au nivealgfjoe.

Dans notre cas, I'azide de sodium présent dans les solutions de CRP commerciales
semble donc impligué dans l'augmentation d’expression des ARNmM des cytokines
pro-inflammatoires IL-§ et TNFa ainsi que de la métalloprotéase MMP-9 pour les deux
types cellulaires testés (PBMC et cellules THP-1). L'implication de I'azide de sodium n’est
pas systématique puisqu’aucune variation du VEGF-A ne lui est attribuée pour les cellules
THP-1.

Il nous faut a présent étendre I'étude de l'influence de I'azide de sodium sur les autres
ARNmM dont I'expression est modifiée par les solutions de CRP commerciales. Ceci regroupe
pour les PBMC, les ARNm IL4, IL-6 et TNFa et pour les cellules THP-1, IL-1dL-1f et

MMP-9. Une étude compléte doit également étre effectuée pour les monocytes isolés.

|.2 Cas des endotoxines

Elles sont contenues surtout dans les solutions commerciales de CRP recombinante et
leur concentration varie beaucoup d'un lot a lautre [311]. La polymyxine B fixe les
endotoxines telles que le LPS et empéche ainsi la fixation de celles-ci a leur récepteur "Toll-
like receptor 4" (TLR4). Elle inhibe ainsi, entre autres, l'activation de la synthese de
cytokines pro-inflammatoires engendrée habituellement par ces endotoxines. La présence
d’endotoxines dans les solutions commerciales de CRP recombinante nous a donc conduit a
tester sur des cellules THP-1 les conséquences de I'ajout de CRP et de polymyxine B a
50pg/mL sur I'expression en ARNm des cytokines pro-inflammatoires JULEL4B et TNFo.

Une concentration similaire en polymyxine B a été utilisée dans un grand nombre d’études
explorant la voie de signalisation du LPS et a été estimée suffisante au regard de la littérature
pour inhiber cette voie d’activation et la synthese associée d’IL-1 et de. TNF

Les résultats different selon le type de CRP utilisé. Dans les cellules THP-1, en
présence conjointe de CRP purifiée et de polymyxine B, il y a persistance de I'augmentation
de TARNm pour IL-lo et TNFoe. On observe une tres légere diminution pour IL-Agec la
CRP recombinante, la présence de polymyxine B inhibe totalement 'augmentation en ARNm
de llL-la et de PIL-18. L'augmentation en ARNm du TNFest diminuée mais pas
totalement annulée. Cette différence de réponse a la polymyxine B entre les deux types de

CRP peut s’expliquer par leurs origines respectives. La CRP purifiée est issue de plasma
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humain et contient peu voire pas d’endotoxines alors que la CRP recombinante est obtenue
par génie génétique chez E.coli dont la paroi est trés riche en endotoxines de type LPS. De
plus, la quantité d’endotoxines dépend énormément des lots de solutions de CRP commerciale
recombinante. Nous avons pu observer des quantités d’endotoxines jusqu’a 15 fois différentes
d'un lot de CRP recombinante a l'autre (résultats non présentés). Nous pouvons également
supposer que l'activité d’opsonisation de la CRP recombinante pourrait étre beaucoup plus
importante et expliquer ainsi la différence d’amplitude de réponse entre la CRP recombinante
et la CRP purifiee. Dans le cas de la CRP recombinante, il pourrait se produire une double
activation : celle de la voie de signalisation de la CRP mais également celle du LPS, activée
par les endotoxines libres ou fixées a la CRP recombinante. Les variations d’expression sur
les cytokines testées seraient la résultante des deux signaux. Lors de I'ajout de polymyxine B,
les endotoxines sont neutralisées, ce qui ramene la réponse a l'effet unique de la CRP
recombinante, réponse qui se rapproche alors de celle de la CRP purifiée. Il est nécessaire a

présent d’augmenter le nombre d’échantillons afin de confirmer ces premiéres données.

I. Le choix des cellules

Nous avons choisi de tester les effets de la CRP sur 3 types cellulaires différents : les
PBMC, les monocytes isolés et la lignée cellulaire THP-1. Notre premiere étude a été
effectuée sur les PBMC car I'obtention de ces cellules est relativement aisée, peu onéreuse et
nécessite de faibles quantités de sang. De plus, les résultats observés résultent des interactions
directes et indirectes entre les lymphocytes (environ 80% des PBMC) et les monocytes
(environ 20% des PBMC) ce qui nous rapproche des conditions obsarwies. Le seul
inconvénient réside dans linterprétation des résultats, du fait de la présence de deux types
cellulaires. C’est pourquoi nous avons complété cette étude par I'analyse de monocytes isolés
a partir des PBMC. Cette approche nécessite de plus grandes quantités de sang en raison du
faible pourcentage de monocytes circulants mais décrit un réle spécifique du monocyte isolé.
Nous pouvions par ailleurs nous appuyer sur un certain nombre de parutions décrivant le réle
des lymphocytes dans la pathologie de I'athérosclérose [312].

Les nouvelles régulations mises en évidence dans les monocytes isolés nous ont
conduits a explorer les voies de signalisation activées par la CRP. Les quantités de monocytes
isolés nécessaires devenant trop importantes pour cette phase de I'étude, nous avons dd

utiliser un modele cellulaire proche. Notre choix s’est donc porté sur la lignée monocytaire

126



Discussion

THP-1 et nous avons pu ainsi nous affranchir du manque de matériel biologique. L'utilisation
de cette lignée nous a également permis d’éviter les variations interindividuelles observées
lors des études sur les PBMC et les monocytes. Malgré tout, les cellules THP-1 ne miment
pas parfaitement tous les effets observés avec les monocytes isolés notamment parce qu’elles
sont d’origine leucémique et promonocytaire. Il sera donc nécessaire de confirmer pour les

monocytes certains résultats obtenus avec la lignée cellulaire.

I1l. Le choix des concentrations

Les concentrations de 25ug/mL de CRP utilisées peuvent représenter une limitation
dans ces études. De telles concentrations circulantes ne sont retriouvidesque dans le
cadre d'une inflammation aigué. Nous avons cependant choisi cette concentration de
25pg/mL de CRP comme compromis entre la durée de I'expérience et 'amplitude des effets
observés. Une concentration identique voire supérieure a été utilisée et méme décrite comme
minimale dans d'autres étud@s vitro pour induire l'activation des monocytes et leur
adhésion aux cellules endothéliales [245, 313].
De plus, il a été suggéré que les concentrations de CRP circulante ne reflétaient pas celles
retrouvées dans les tissus [279, 314] et qu’'une élévation locale des niveaux de CRP a
lintérieur des plaques d’athérome serait suffisante pour favoriser une aggravation de
l'athérosclérose [315]. La CRP peut étre produrtesitu, notamment par les cellules
musculaires lisses ou par les macrophages au niveau des Iésions athéromateuses [30, 31]. Il en
résulte des concentrations fortes en CRP au niveau du site d'inflammation qui peuvent donc

se rapprocher des concentrations utilisées dans nos expeériences.

Comme il a été rapporté que les effets de la CRP purifiée pouvaient étre dues aux
immunoglobulines contaminantes [52, 57], nous avons comparé deux types de CRP sur les
cellules THP-1 : purifiée et recombinante. La CRP recombinante étant obtenue par génie
génetique chezscherichia coli aucune contamination par des immunoglobulines n’est
possible. Nous avons noté que les tendances décrites dans notre étude sont identiques pour les
deux types de CRP vis-a-vis du VEGF-A. Par contre, I'expression des cytokines pro-
inflammatoires testées est majoritairement plus élevée avec la CRP recombinante qu’'avec la
CRP purifiée mais cette variation, nous I'avons vue, est due a la présence de contaminants de

type endotoxines dans la solution de CRP recombinante.
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ETUDE N° 1: Effets de la protéine C-réactive sur

I'expression du facteur angiogenique VEGF-A

L’angiogénése est un phénoméne dont le VEGF (ou facteur de perméabilité
vasculaire) est I'un des acteurs majeurs. Les effets du VEGF peuvent étre observés en
conditions normales lors du développement embryonnaire et post-natal précoce [316, 317],
lors de la croissance squelettique [318] ou de I'angiogénése ovarienne [319] mais également
dans des conditions pathologique lors de tumeurs [320, 321], de syndromes de
néovascularisation intraoculaire [322, 323], dans I'oedéme cérébral aprés ischémie [324] ou
lors du syndrome ovarien polycystique [325]. L'inhibition du VEGF a méme été considérée
dans certaines pathologies en tant que possible thérapie. L’angiogénése dans les pathologies

cardiovasculaires, en particulier dans I'athérosclérose, est un phénomeéne étudié depuis peu.

La néovascularisation de la plaque d’athérome, associée a la présence du VEGF,
accompagne une inflammation chronique des larges vaisseaux sanguins et est associée a la
formation d’'un réseau de capillaires qui se forment a partir des vasa vasorum de I'adventice et
s’étendent jusqu’a l'intima [326, 327]. Ces capillaires facilitent I'entrée des leucocytes et de
composants plasmatiques (dont la CRP, certains facteurs du complément et des LDL) a

l'intérieur de la lésion mais peuvent aussi causer une hémorragie intraplaque [328].

Méme si 'augmentation du taux de VEGF a été corrélée statistiqguement avec celui de
la CRP dans diverses pathologies telles que la polyarthrite rhumatoide [329], l'infarctus
myocardique aigu [330] ou le myélome multiple [331], trées peu d’études décrivent des
associations directes entre la CRP et le VEGF et ce, malgré leur colocalisation au sein des
plaques d’athérome. Les principaux effets observés concernent une augmentation de
'apoptose ainsi qu’une inhibition de la migration induite par le VEGF sur des cellules
progénitrices endothéliales (EPC) sous l'action de la CRP [258]. Il a également été rapporté
une inhibition par la CRP, de I'adhésion des EPC sur des cellules HUVEC par diminution de
'expression du ligand de la sélectine-P, de la sélectine-L, de LFA-1 et de I'intégr[@d6,

258]. D’autres études ont permis de démontrer que la CRP inhibe la migration des cellules
endothéliales et des EPC initiée par le VEGF et qu'elle provogue une réduction de la
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formation de tubes capillaires induite par le VEGF en empéchant les EPC d’intégrer
I'endothélium et de participer a la néovascularisation [247]. Il faut rester prudent quant a ces
conclusions car aucune de ces études n’a pris en compte I'effet potentiel de certains éléments
présents dans les solutions de CRP utilisées tels que I'azide de sodium ou les endotoxines.
Aucune étude n’a jusqu’a présent démontré une relation directe entre la CRP, la synthése de
VEGF et les cellules du systeme immunitaire. Parmi les cing formes du VEGF connues a ce
jour, le VEGF-A est le plus impliqué et le mieux décrit dans le cadre de I'angiogénése car il
est majoritaire. Les autres formes du VEGF, découvertes plus récemment et moins bien
documentées, semblent étre impliquées de maniére plus restreintes que le VEGF-A [332,
333]. Il nous a donc paru important d’étudier les effets éventuels de la CRP sur la synthése du
VEGF-A dans les monocytes et les cellules monocytaires THP-1.

[. La CRP induit une augmentation de TARNm du VEGF-A

Nous démontrons, pour la premiére fois, que la CRP induit une augmentation de la
guantité dARNm du VEGF-A dans les cellules THP-1 mais également dans les monocytes
isolés. Le pic d’expression en ARNm du VEGF-A est différé dans le temps entre les deux
types cellulaires. Il est maximal aprés 3H d’incubation avec la CRP pour les cellules THP-1
alors qu'il n'apparait qu'a 6H puis a 24H pour les monocytes isolés. Il faut cependant rappeler
gue les cellules THP-1 sont issues d’'un clone monocytaire d’'un patient atteint de leucémie
aigué. De ce fait, ces cellules tumorales pourraient étre davantage sensibles aux stimuli
externes et pourraient réagir plus rapidement par rapport a des cellules saines comme les
monocytes isolés qui nont plus aucun contact, direct (par contact cellulaire) ou indirect (par
lintermédiaire de molécules régulatrices), avec leur environnement naturel. De méme, les
capacités de prolifération sont totalement différentes entre les deux types cellulaires. On peut

donc penser gu'’il en est de méme pour leur différenciation éventuelle.
[I. La CRP induit la synthese protéique du VEGF-A

La surexpression en ARNm du VEGF-A a été confirmée au niveau protéique pour les
cellules THP-1 apres 24H de contact avec la CRP purifiée. Une augmentation a également été

mesurée dans les surnageants des cultures de monocytes mais un nombre trop faible

d’échantillons n'a pas permis d’effectuer des tests statistiques interprétables. Il est possible
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gue les dosages protéiques du VEGF-A dans les surnageants de monocytes n’aient pas éte
réalisés au meilleur moment. Les mesures ont en effet été effectuées 24H aprés ajout de CRP,
soit au niveau de l'augmentation maximale de 'ARNm du VEGF-A. Il serait judicieux
d’effectuer des dosages ELISA du VEGF-A plus tardifs apres 36 ou 48 heures afin d’'observer
eéventuellement une variation de la concentration protéique de VEGF-A dans les surnageants
des monocytes. Le pic en ARNm VEGF-A de 24H étant d’amplitude plus importante que
celui de 6H, nous pouvons nous attendre a une synthése protéique associée également plus
importante pour les monocytes.

De plus, les concentrations protéiques en VEGF-A mesurées en ELISA dans les
surnageants de culture des monocytes sont extrémement faibles par rapport a celles obtenues
avec les surnageants de culture des cellules THP-1. Pakala et al. ont mesuré des
concentrations de VEGF-A libérées par des monocytes similaires aux nétres [334]. Cette
différence est encore probablement due au caractére tumoral des cellules THP-1 et leur
sensibilité aux stimuli externes. D’autres lignées cellulaires leucémiques telles que HL-60 et
U937 présentent également de fortes libérations de VEGF-A en culture. Nous avons pu
vérifier ce point lors d’'une étude préliminaire sur des cellules HL-60 traitées avec la CRP
(résultats non présentes).

L’emploi d’'une technique autre que I'ELISA (puces a protéines) nous a permis
d’'observer une augmentation protéique moyenne en VEGF d'un facteur de 1,8 dans les
surnageants de monocytes traités durant 24H avec la CRP purifiée. Il nous est
malheureusement impossible de savoir précisément ce que reconnait [l'anticorps
immunoabsorbé sur la puce. Ni le fabricant, ni le distributeur de la puce n’ont pu nous donner
cette information. Cet anticorps ou le mélange d’anticorps peut donc reconnaitre le VEGF-A
de maniére sélective mais il peut aussi reconnaitre d’autres formes de VEGF (VEGF-B,
VEGF-C et VEGF-D) voire toutes. Eventuellement, des molécules proches en structure du
VEGF telles que le PIGF pourraient également étre reconnues. Vu les concentrations de
VEGF-A mesurées par ELISA, nous pouvons donc supposer que ce qui est détecté sur la puce
ne correspond pas uniquement au VEGF-A mais probablement au VEGF total.

Peu d’études ont été faites sur I'origine et les fonctions des protéines VEGF-B, VEGF-

C et VEGF-D et une augmentation possible de leur expression par les monocytes sous l'effet
de la CRP ne peut pas étre exclue. La présence des formes VEGF-C et VEGF-D dans les
Iésions athérosclérotiques ainsi que dans les monocytes, les macrophages et d’autres types

cellulaires a d’ailleurs été décrite [335].
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Une étude complémentaire de I'effet éventuel de la CRP sur I'expression (ARNm et
protéines) de chaque forme de VEGF est a envisager et permettrait peut-étre d’expliquer la
différence des résultats entre les dosages par technique ELISA et I'approche par puces a

protéines.

lll. Les protéines VEGF-A ne sont pas toutes néosynthétisées suite a
I’action de la CRP

L'utilisation de cycloheximide a 10uM permet de réduire mais pas d’abolir
'augmentation protéique du VEGF-A provoquée par la CRP sur les cellules THP-1. Les
protéines de VEGF-A libérées dans le surnageant des cultures ne seraient donc pas toutes
issues d’'une synthéske novo. Environ 50% de ces protéines seraient donc déja synthétisées
et potentiellement stockées a l'intérieur des cellules ou fixées a la surface cellulaire [325, 336,
337] en attente d’'un stimulus capable de provoquer leur libération. La CRP ferait donc office
de déclencheur pour la néosynthése mais également pour la libération de VEGF-A dans les
cellules THP-1. Il faut malgré tout noter que nous n’avons testé qu’une seule concentration de
cycloheximide. Une étude dose-réponse serait alors nécessaire afin de pouvoir conclure
définitivement sur ce point.

Des expériences d'immuno-histochimie pourraient également étre envisagées a partir
de lignées cellulaireSHP-1 mises en culture avec ou sans CRP afin de localiser le VEGF-A.
Nous pourrions ainsi déterminer si le VEGF-A est stocké dans les cellules a l'intérieur de
granules, s’il est fixé a la surface des cellules ou bien les deux. Il serait également possible
d’effectuer des tests ELISA de facon cinétique en stimulant les cellules avec la CRP pendant
15 mn, 30 mn, 1h, 2h 4h, 6h etc et mesurer le VEGF-A relargué. Cette approche nous
permettrait de mettre en évidence s’il existe, un relarguage de VEGF-A trés précoce (qui ne
pourrait donc pas étre di a une néosynthése d’ARNmM/de protéines) qui serait ensuite suivi
d’'une néosynthése et excrétion.

Une étude supplémentaire pourrait porter sur la régulation de la biodisponibilité du
VEGF-A par la CRP. Nous pourrions ainsi observer si la @R induire le clivage des
formes du VEGF-A fixées a la matrice extracellulaire en favorisant I'action d’'une ou

plusieurs protéines comme par exemple les MMPs.
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V. L'action de la CRP sur la synthese de VEGF-A est concentration-
dépendante

L’augmentation de la synthese en VEGF-A est CRP concentration-dépendante. En
effet, nous observons pour les cellules THP-1 une augmentation d’expression environ deux
fois supérieure pour une concentration en CRP de 25ug/mL par rapport a 2,5ug/mL et ceci
guelque soit le type de CRP utilisé (purifiée ou recombinante). Cette différence est observée
au niveau du pic d’expression en ARNm du VEGF-A mais également de part et d’autres
(1H30 et 6H). Cet effet concentration-réponse est également retrouvé au niveau protéique
avec un facteur assez proche. Les deux concentrations en CRP utilisées dans notre étude sont
associées a un risque modéré (2,5ug/mL) et élevé (25ug/mL) de développer un événement
cardiovasculaire. 1l apparait donc qu'une association pourrait exister entre risque
cardiovasculaire élevé et angiogénese accrue. Il a d'ailleurs été démontré que le VEGF
détecté dans les zones adjacentes aux microvaisseaux issus des vasa vasorum peut augmenter

leur perméabilité et induire leur rupture [336].

V. Effets des contaminants des solutions de CRP

V.a L'azide de sodium

Nous avons testé l'effet de l'azide de sodium sur la synthése de VEGF-A aux
concentrations équivalentes a celles indiquées dans les préparations de CRP utilisées. Que ce
soit en RT-PCR ou en dosage ELISA, aucune variation statistiquement significative de la
synthese de VEGF-A liée a I'azide de sodium n’a été mesurée. De plus, les effets de la CRP
débarassée de son azide de sodium apres passage sur colonne sont similaires a ceux observes
avec la CRP sans purification. Dans notre cas, I'azide de sodium contenu dans les solutions de
CRP n’est pas responsable des effets observés sur la synthése de VEGF-A. Doronzo et al. ont
egalement démontré une absence d’effet de ce stabilisateur sur la synthése et la libération de
MMP-2 par la CRP dans des cellules musculaires lisses [338]. L'azide de sodium n’est donc
pas systématiquement responsable des effets observés lors de I'utilisation de solutions de CRP
commerciales. Son implication semble donc dépendre du type cellulaire utilisé et des cibles

étudiées.
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V.b Les endotoxines

La relation entre 'augmentation de synthése du VEGF-A et certaines endotoxines
comme le LPS par I'intermédiaire du récepteur CD14 a été largement documentée dans les
monocytes/macrophages et les cellules monocytaires THP-1 [339-341]. La présence possible
d’endotoxines dans les solutions de CRP utilisées lors de notre étude a donc nécessité un
certain nombre d’expériences de contrble. Les solutions de CRP commerciales purifiées sur
colonne (Biospin columns) puis traitées a la polymyxine B, un chélateur d’endotoxines,
activent la synthese de VEGF-A de la méme maniéere que la CRP non traitée. Les endotoxines
potentiellement présentes dans les solutions de CRP utilisées n'ont donc aucun réle
significatif dans I'augmentation de synthese du VEGF-A observée ici. Ceci est confirmé par
'absence d’activation de la voie p38MAPKinase lors de notre étude, voie empruntée lors de

'augmentation de la synthése du VEGF-A dans des macrophages traités au LPS [342].

V.c Les immunoglobulines

Seule la solution de CRP purifiée peut présenter ce type de contaminants. Cette CRP
étant isolée a partir de plasma humain, la présence d'immunoglobulines et d’autres éléments
plasmatiques apres purification est toujours possible. Il a été reporté que les effets de la CRP
purifiée pouvaient étre dues aux immunoglobulines contaminantes [52, 57]. La CRP
recombinante est, quant a elle, obtenue par génie génétiquEstiexrichia coli. Son origine
limite donc de maniére significative la présence d’immunoglobulines dans les solutions
commerciales. L'utilisation conjointe des deux types de CRP et les résultats similaires
observés nous permettent donc d'exclure un possible effet des immunoglobulines sur

'augmentation de I'expression du VEGF-A par la CRP purifiée.

VI. Les voies de signalisation activées par la CRP

Une étude pharmacologique avec différents inhibiteurs nous a permis de définir les
voies de signalisation activées par la CRP lors de 'augmentation de la synthese en VEGF-A

pour les cellules THP-1.
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L'utilisation d’un inhibiteur de la PI3-Kinase (Ly290042) entraine une baisse
significative de la syntheése du VEGF-A en ARNm et en protéines induite par la CRP. En aval
de la PI3-kinase dans la cascade de phosphorylation, plusieurs voies sont susceptibles d’étre
activées : la voie Akt, la voie de la protéine MEK et celle de la p38MAPKinase.
L’augmentation du VEGF-A sous I'action de la CRP est totalement annulée avec I'ajout d’'un
inhibiteur de I'activation de la protéine MEK (PD98059 a 10uM). Par ailleurs, ni SB202190 a
10uM (inhibiteur spécifique des isoformes p38&t p38[), ni SB203580 (inhibiteur de la
stimulation de la p38MAPKinase pour la MAPKAPK2) a la méme concentration ne
parviennent a réduire significativement la synthese de VEGF-A. L’approche en Western-blot
nous a permis de confirmer pour les cellules THP-1 les données en RT-PCR et en ELISA en
démontrant une activation de la voie PI3Kinase par la mise en évidence d’'une
phosphorylation de la protéine Akt, de la voie ERK mais pas de la voie p38MAPKinase par la
CRP. L’absence de signal de phosphorylation de la p38MAPKinase observé en Western-blot
n'est pas due a un probléme technique puisque I'ajout de 100ng/mL de LPS, connu pour
activer cette voie, nous permet de visualiser cette phosphorylation.

Nos résultats sont confortés par la mise en évidence par d'autres équipes de
limplication de la voie PI3-kinase dans la synthése du VEGF-A dans d’autres types
cellulaires comme certaines cellules tumorales [343] ou les kératinocytes [344]. L'utilisation
de la voie MEK-ERK a également été documentée pour des cellules tumorales [343, 345], des
cellules musculaires lisses [346, 347] ou des cellules endothéliales [348]. L’activation de la
voie p38MAPKinase semble étre type cellulaire-dépendant et activateur-dépendant pour la
synthése de VEGF-A. Elle est empruntée lors de la synthese de VEGF-A par des
macrophages traités au LPS [349], par les cellules de Leydig activées par des gonadotropines
[350] ou encore par certaines cellules tumorales apres contact avec [B848])Bmais n’est
pas impliquée dans les cellules musculaires lisses traitées avec de I'acide rétinoique ou du
PDGF [346, 347]. Méme si 'activation par la CRP de la voie p38MAPKinase a été observée
dans les PBMC [273], nous ne I'avons pas mise en évidence dans les cellules monocytaires
THP-1. Le signal pourrait donc provenir des lymphocytes.

Nous avons pu é€galement démontrer que la CRP permet une activation de la voie
NF«B rejoignant ainsi I'étude de I'équipe de Kiriakidjai associe activation de cette voie et
synthése de VEGF-A dans des macrophages [351]. La régulation par la wdeshifible
donc s’effectuer de maniere indirecte puisqu’aucun élément de réponse a ce facteur de

transcription n’est présent dans le promoteur du gene VEGF-A [352].
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VII. Augmentation de la synthese du VEGF-A par liaison de la CRP
aux récepteurs FgRI et FcyRlla

L’activation des voies PI3-Kinase, MEK et NB dans les cellules monocytaires
THP-1 suggére que la CRP peut activer la synthése du VEGF-A par l'intermédiaire des
récepteurs BRI et FgRIla présents a la surface de ces cellules [353]. @@mécrit plus
haut, la CRP est capable de se fixer sur ces deux types de récepteurs et les activations des
voies NKkB [354], PI3kinase [54] et MEK-ERK [355] ont été dées en aval de ces
récepteurs. Williams et al. ont déja démontré une augmentation de I'expression de la MMP-1
par la CRP par l'intermédiaire des récepteurgRAc[277] et il semble donc tout a fait
possible que la régulation du VEGF-A se produise d’une maniére similaire.

Nos expériences préliminaires sur les cellules THP-1 indiquent que la CRP régule
'expression du VEGF-A par l'intermédiaire des récepteurgRFet FoRlla. En effet, il
existe une compétition de fixation aux récepteurgRIFet FoRlla entre la CRP et les
anticorps anti-CD64 et anti-CD32. La présence conjointe de la CRP et des anticorps anti-
CD64 ou anti-CD32 a pour conségquence d’inhiber 'augmentation de TARNm du VEGF-A
induite par la CRP seule, sans doute par encombrement stérique. Cette mesure a été effectuée
apres 3 heures de traitement car c’est a ce moment que I'on a observé le pic d’expression du
VEGF-A en présence de CRP. La faible augmentation de I'expression en ARNm du VEGF-A
observée avec l'utilisation d’'un contrdle isotypique anti-CD64 peut alors étre la résultante
d’'une fixation de cet anticorps par sa partie Fc au réceptg®i.Rdne telle observation a
déja été décrite avec des complexes immuns contenant des LDL oxydées capables de se fixer
aux FgRI et d’activer la voie MAPKinase a I'aide des cellules THP-1 [356].

Nos expériences menées en FACS confirment que la CRP utilise effectivement ces
récepteurs car la présence de CRP diminue la quantité d’anticorps anti-CD64 ou anti-CD32
fixés aux récepteurs iRl et Fo/RIla des cellules THP-1.

La CRP augmente donc la synthese du VEGF-A en se fixant aux réceptgRiret-c
FcyRlla, ce qui se traduit par une activation des voies de signalisation PI13-Kinase, MEK et
NF«B dans les cellules THP-1. Ces résultats concoraest de précédents travaux portant
sur les conditions de fixation et d’activation de la CRP sur ces deux types de récepteurs [59-
61, 83].
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Des études complémentaires seront nécessaires afin de vérifier cette hypothése. Une
premiére approche pourrait consister a bloquer ces récepteurs par exemple par ARN
interférence et suivre I'expression du VEGF-A sous I'action de la CRP.

VIII. Autres récepteurs impliqués ?

Il existe malgré tout un parameétre que nous n’avons pas contrélé dans notre étude et
qui concerne les LDL contenus dans les milieux de culture utilisés lors des expériences avec
les monocytes et les cellules THP-1. La CRP est capable de se fixer aux VLDL et aux LDL
[91], plus particulierement aux LDL oxydées ou modifiees de maniere enzymatique [70, 92].
Ces LDL seront captées par les récepteurs CD36 présents a la surface des
monocytes/macrophages. La fixation au récepteur CD36 peut alors induire et réguler la
cascade du complément mais également activer la fonction phagocytaire des macrophages et
favoriser leur transformation en cellules spumeuses. D’autre part, les LDL oxydées sont
capables d’augmenter I'expression et la sécrétion de VEGF-A par les cellules THP-1 et par
les cellules endothéliales par I'intermédiaire de PPAR de ces activateurs [357] et par les
macrophages par une voie p38MAPKinase dépendante [349]. Méme si la voie
p38MAPKinase n’est pas activée dans notre cas, nous ne pouvons pas exclure completement,
a notre niveau d’étude, une possible interaction entre la CRP et les LDL dans 'augmentation
de la synthése de VEGF-A.

L'utilisation de sérums a faible teneur lipidiqgue comparé a des sérums normaux
permettrait de répondre a cette question. De méme, I'utilisation d’inhibiteurs deyRRAR
les cellules THP-1 traitées avec la CRP pourrait alors nous permettre d’impliquer ou non les

LDL dans l'augmentation de la synthése de VEGF-A observée.
IX. Conclusion et perspectives

Nous avons mis en évidence un nouveau rdle pour la CRP dans les cellules
monocytaires (THP-1). La CRP est en effet capable d’augmenter I'expression (ARNm et

protéines) du VEGF-A par l'intermédiaire de la voie PI3-Kinase, AKT et MEK-ERK en se

fixant aux récepteurs fRI et FoRlla.
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Il nous reste cependant a explorer plus en détail la voie empruntée en aval de la
phosphorylation de la protéine AKT. La voie NB; également activée, peut participer a cette
synthése.

Ces données impliquent donc la CRP dans un nouveau réle pro-angiogénique,
potentiellement activateur de la néovascularisation, et ce, par lintermédiaire de la
surexpression du VEGF-A par les cellules monocytaires.

Vu les conséquences néfastes de la néovascularisation sur l'instabilité de la plague
d’athérome, néovascularisation illustrée par la formatiomada vasorumil serait nécessaire
de mieux comprendre les mécanismes liant le VEGF-A a la formation des néovaisseaux et le

degré d’'implication de la CRP dans ce mécanisme.

Une premiere approche consiste a considérer directement la CRP comme cible. Il a
déja été démontré que les statines, connues pour leurs effets hypocholestérolémiants,
diminuaient les taux plasmatiques de CRP. L’'augmentation de la synthése de VEGF-A étant
CRP dose-dépendante, il serait intéressant de voir si les statines peuvent également diminuer
'augmentation du taux de VEGF-A induite par la CRP. Dans le cas d’'une réponse positive,
un traitement par statines lors de la phase précoce de l'athérosclérose pourrait présenter un
nouveau moyen de contrdle de la néovascularisation et ainsi prévenir I'évolution de la plaque

d’athérome.

Une seconde approche impliquant la régulation de la synthése et des effets du
VEGF-A avec des agents anti-angiogéniques a déja été testée. Dans le cas de tumeurs,
l'utilisation de différents traitements anti-VEGF avec ou sans complément de chimiothérapie
ou radiothérapie ont permis une régression des tumeurs [358, 359]. L’action, sur le VEGF,
d’inhibiteurs de I'angiogénese a par ailleurs été décrite. La protéine suppressive de tumeurs
p53 réduit la production de VEGF et favorise la sécrétion de thrombospondine-1, un
inhibiteur de I'angiogénese qui module diverses fonctions endothéliales [360, 361]. Dans la
pathologie de I'athérosclérose, I'angiostatine et I'endostatine inhibent la prolifération des
cellules endothéliales, I'angiogénese et la croissance tumorale [326]. D’autres médiateurs

solubles montrent une ou plusieurs actions inhibitrices sur les fonctions endothéliales [362].

Il est également possible de déterminer certaines cibles potentielles lors des
phénomenes observés en aval de la synthese du VEGF et qui favorisent la formation ou

l'instabilité de la plaque d’athérome. Les interactions entre VEGF et MMP-9 méritent donc
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d’étre étudiées plus en détail. En effet, 'implication du VEGF et de MMP-9 dans la formation
et I'instabilité de la plague d’athérome n’est plus a démontrer. Une surexpression paralléle du
VEGF et de MMP-9 a méme été décrite dans les cellules inflammatoires au niveau des lésions
de plaques néovascularisées [363]. De plus, le VEGF induit I'expression de MMP-9 qui va
provoquer la dégradation de la membrane basale et diminuer I'expression de ses inhibiteurs
TIMP-1 et TIMP-2, ce qui permettra la migration des cellules endothéliales [364] et donc
I'initiation de la formation de la plaque d’athérome.

Avant de conclure quant a la probabilité du VEGF-A en tant que cible potentielle
thérapeutique, il faudra tout d’abord tenter de généraliser les résultats obtenus en déterminant
si les observations effectuées pour les cellules THP-1 sont transposables a d’autres lignées
mais surtout aux monocytes humains et aux neutropglesvo. Nous avons déja pu veérifier
'augmentation de I'expression en ARNm du VEGF-A dans les monocytes mais les études au
niveau protéique sont encore a confirmer. Par ailleurs, les premieres études réalisées dans
notre laboratoire sur la lignée promyélocytaire HL-60 montrent que la CRP augmente
également la synthése et la sécrétion de VEGF-A par une voie de transduction de signal
PI3K-MEK-ERK dépendante et p38MAPKinase indépendante.

Notre seconde approche sera de vérifier que le VEGF-A produit par les monocytes et
les cellules THP-1 a bien une action sur les cellules environnantes et en particulier sur les
cellules endothéliales. En effet, les inducteurs de I'angiogénese, dont le VEGF, peuvent agir
directement sur les cellules endothéliales ou indirectement par I'intermédiaire des monocytes,
des mastocytes ou des lymphocytes T et induisent la progression de la Iésion athéromateuse
[365, 366]. Le VEGF peut induire 4 types de réponse sur les cellules endothéliales : une
migration cellulaire, un effet anti-apoptotique, leur prolifération et une augmentation de la
perméabilité membranaire [367].

A l'aide de systémes de co-cultures directes ou indirectes entre cellules THP-1 ou monocytes
(stimulés par la CRP ou non) et cellules endothéliales, il serait possible de déterminer quels
effets sont engendrés par le VEGF-A sur les cellules endothéliales (synthese de TF, MMP-9,
prolifération cellulaire...) et leurs implications dans l'athérosclérose. Les protéines et I'étude
des voies de signalisation impliquées pourraient aboutir a la découverte de nouvelles cibles
thérapeutiques en aval du VEGF. Le contrdle de ces cibles potentielles permettrait de réguler
la néovascularisation excessive observée lors de la pathologie de I'athérosclérose.
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A partir des études en co-cultures, il sera également possible de vérifier si le VEGF-A
libéré peut étre responsable de la transmigration des cellules monocytaires a travers la barriere
endothéliale en suivant directement la transmigration a I'aide de monocouches de cellules
endothéliales et/ou par la mise en évidence de la présence d’'intégrines a la surface des cellules

monocytaires [368].
La découverte de cette nouvelle régulation par la CRP ouvre donc un terrain de

recherche trés vaste et trés prometteur dans la lutte contre l'athérosclérose et plus

particulierement lors de sa phase précoce.
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ETUDE N° 2 : Implication de la protéine C-réactive
dans l'expression des metalloprotéases impliquées

dans I'évolution de la plague d’athérome

Les MMP se divisent en différentes familles classées selon la matrice qu’elles sont
susceptibles de dégrader. On trouve ainsi les collagénases (MMP-1, MMP-8 et MMP-13), les
gélatinases (MMP-2 et MMP-9), les stromélysines (MMP-3, MMP-10 et MMP-11), la
matrilysine (MMP-7), la métalloélastase (MMP-12) et les MT-MMP (MMP-14, MMP-15,
MMP-16 et MMP-17). Leurs activités diverses ont été décrites dans le développement des
organes, la guérison de lésions, I'inflammation [369]. Elles ont également un réle dans les
cancers et lors des pathologies cardiovasculaires [201]. Depuis la transmigration des
monocytes et des lymphocytes a travers la barriere endothéliale jusqu’a la rupture de la plaque
d'athérome, on observe lintervention des métalloprotéinases matricielles (MMP) a de
nombreux stades du processus athéromateux.

Dans un premier temps, certaines MMP favorisent le recrutement des cellules
inflammatoires. Les MMP-9 produites par les leucocytes leur permettent de traverser la
membrane basale sous-endothéliale et les barrieres de matrice extracellulaire afin de pénétrer
dans les tissus [370].

Les MMP-3, MMP-9, MMP-10 et les MT-MMP produites par les leucocytes et les
cellules endothéliales interviennent également dans la migration et la prolifération de ces
derniéres en participant a la dégradation de la membrane basale [371]. Ces métalloprotéases
favorisent ainsi 'angiogénése et la néovascularisation lors de la genése de la plaque.

Les MMP-1, MMP-2, MMP-3 et MMP-9 favorisent la diminution des interactions des
cellules musculaires lisses avec la matrice extracellulaire facilitant ainsi la migration de ces
cellules [238]. Une accélération de la migration des cellules musculaires lisses vasculaires a
eté démontrée par stimulation de la MMP-9 sous I'action du VEGF [372]. La prolifération des
cellules musculaires lisses [373, 374] et leur apoptose [375] peut également étre induite par
ces MMP. Une surexpression de TIMP-1, un inhibiteur des MMP, dans les cellules
musculaires lisses de rat inhibe la prolifération et la migration de ces cellules [376].

La phase terminale du processus athéromateux est également sous le contrble des
MMP avec un role dans la rupture de la plaque [92, 377]. Il existe une trés forte surexpression

locale des MMP dans les régions vulnérables de la plaque [194]. La dégradation protéolytique
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de la matrice provoque un amincissement de la plaque avec la présence de grandes quantités
de cellules spumeuses dérivées de macrophages [378, 379]. Parmi toutes les MMP, la MMP-9
semble la plus impliguée dans I'ensemble de ces régulations et son expression est augmentée
parallelement a celle du VEGF dans les cellules inflammatoires au niveau des lésions de la
plague néovascularisée [363].

Les MMP-9 ou gélatinases B appartiennent a une famille d’endopeptidases zinc
dépendant qui sont soit secrétées, soit liées aux protéines "core" des chondroitines sulfate des
protéoglycanes de certaines cellules dont la lignée THP-1 [380]. Il a également été mis en
evidence la formation d’'un complexe entre la proMMP-9 et la lipocaline qui protégerait la
MMP-9 d’'une dégradation de son pro-domaine régulant ainsi I'activité de la MMP-9 [381].
Leur activation s’effectuen vivo par clivage de leur pro-domaine par d’autres protéases
comme la plasmine ou les MT-MMP. Il peut également se produire un phénomene
d’autocatalyse du pro-domaine suite a un changement conformationnel de la protéine [201].
In vitro, d’autres protéases telles que la trypsine, la chymase, la kallikréine tissulaire ainsi que
les MMP-2, MMP-3, MMP-7 et MMP-13 sont également capables d’activer la proMMP-9
[382]. Les MMP-9 actives ont le potentiel de dégrader certains composants de la matrice
extracellulaire (collagene de type IV, laminine, gélatine, élastine, fibronectine, et

protéoglycanes) [383, 384].

I. Corrélation entre la CRP et 'augmentation de proMMP-9

Nos premiers résultats ont démontré que la CRP purifiée a une concentration de
25ug/mL augmentait TARNm MMP-9 dans les PBMC. Cette augmentation de '’ARNmM
conduit a une sécrétion protéique de la proMMP-9, forme inactive de la MMP-9, qui est
incapable de dégrader les composants de la matrice extracellulaire. Cette régulation de la pro-
forme de MMP-9 par la CRP a déja été mise en évidence dans des cellules HUVEC [257].

D’autre part, nous n’observons aucune variation de proMMP-9 dans les monocytes
isolés. Nous ne pouvons pas exclure qu’'une possible augmentation se produise avant ou apres
notre temps de mesure mais a ce stade, nous pouvons supposer que l'augmentation de
synthese de MMP-9 des PBMC peut étre due soit a une réponse des lymphocytes seuls, soit a
la résultante d’interactions lymphocytes, monocytes. Une interaction grace aux récepteurs
CD40 et CD40L a dailleurs été décrite entre les deux types cellulaires et semble responsable

de I'induction de I'expression de la MMP-9 par les monocytes [385]. Dans ce cas, I'activation
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des lymphocytes par une cellule présentatrice d’antigene ou par un agent externe comme la
CRP pourrait induire la synthese de CD40L a leur surface. Ces lymphocytes deviendraient
alors capables d’activer les monocytes porteurs du récepteur CD40 lors de contacts directs
cellule-cellule et d’'induire la synthése de MMP-9 par les monocytes. L’interaction directe
entre monocytes et lymphocytes par CD40-CD40L pourrait donc étre une étape essentielle
dans la synthéese de MMP-9 que nous avons observée pour les PBMC. Des études
complémentaires portant sur I'expression de CD40L par les lymphocytes traités avec la CRP
et sur I'expression de MMP-9 par les monocytes isolés sous I'action de CD40L pourraient
apporter une premiere réponse a cette hypothese.

Nous observons également, contrairement aux monocytes isolés, une augmentation de
I'expression en ARNm MMP-9 et de I'excrétion de proMMP-9 pour la lignée THP-1 avec les
deux types de CRP et aux 2 concentrations testées (2,5ug/mL et 25ug/mL). Il est probable
gue la synthese de proMMP-9 par les monocytes isolés existe mais a des temps plus précoces
ou plus tardifs que ceux mesurés dans nos expériences.

Les cellules THP-1 sont issues d’'un clone monocytaire humain de leucémie aigué et
du fait de leur caractére cancéreux, ces cellules synthétisent de grandes quantités de
proMMP-9, contrairement aux cellules saines que sont les monocytes.

La forte augmentation de proMMP-9 observée pour ces cellules contrairement aux
monocytes peut également s’expliquer par I'existence, pour les THP-1, de liaisons entre les
proMMP-9 et les protéines "core" des chondroitines sulfate des protéoglycanes. Cette forme
de proMMP-9 serait relarguée par un clivage calcium-dépendant [380]. Une telle observation
n'a pas été décrite pour les monocytes. La CRP pourrait alors étre responsable d'un flux
calciqgue qui permettrait le relarguage des protéines proMMP-9 des THP-1. Différentes
mesures dans le temps du calcium intra et extracellulaire avec des monocytes et des cellules
THP-1 traités avec la CRP pourraient peut-étre alors nous permettre de définir un nouveau

mode de régulation de la CRP sur la libération de la proMMP-9.

[1. Implication de la CRP dans la régulation MMP-9/proMMP-9

Il.a Approche a I'aide des PBMC

Avec les PBMC, une diminution de la concentration extracellulaire en MMP-9 active

est mesurée, ce qui résulte d'une interaction cellulaire monocytes, lymphocytes ou des
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lymphocytes seuls. En effet, aucune variation de la concentration en MMP-9 active n’est
mesurée pour les monocytes seuls. Des expériences complémentaires a des temps de culture
plus précoces et plus tardifs devront malgré tout étre effectuées afin de confirmer si la CRP
est capable ou non de réguler la synthese de MMP-9 ou la balance MMP-9/proMMP-9 dans
les monocytes isolés. Gough et al. ont démontré chez des souris que les macrophages présents
dans les lésions d’athérosclérose avancées sécrétaient préférentiellement la pro-forme de
MMP-9 et non la forme active [386]. Pour les PBMC, cette baisse de la concentration en
MMP-9 active pourrait étre la résultante d’une diminution de la quantité de protéines MMP-9
totales, d’'une dégradation des protéines MMP-9 actives dans le milieu extracellulaire mais
également a une augmentation d’inhibition des MMP-9 actives par fixation a leurs inhibiteurs
naturels TIMP-1, TIMP-2 eti2-M. La régulation aboutissant a la diminution des protéines
MMP-9 active s’effectue a un niveau post-traductionnel ou est liée a une diminution des
enzymes comme les MT-MMP qui clivent proMMP-9 puisque nous observons une
augmentation en ARNm de MMP-9 sous l'effet de la CRP. Les mesures effectuées par ELISA
dans les surnageants des cultures de PBMC traitées 24 heures avec la CRP ne montrent
aucune variation des MMP-9 totales (données non présentées). Ce n’'est donc pas une
inhibition de la synthese d’ARNm MMP-9 qui est responsable de la diminution des
concentrations de MMP-9 active.

Les inhibiteurs tissulaires de la MMP-9, TIMP-1 dMP-2, ne semblent pas étre
régulés par la CRP pour les PBMC. Ces deux protéines sont malgré tout présentes dans le
milieu extracellulaire et capables de fixer les proMMP-9 libérées, pouvant ainsi moduler
l'activation de la pro-forme de la MMP-9. Cette absence de changement d’expression de
TIMP-1 et TIMP-2 par la CRP peut tout de méme correspondre a une forme de régulation. Si
aucune néosynthese de TIMP-1 et TIMP-2 ne se produisait, il s’en suivrait un déséquilibre de
la balance MMP/TIMP en défaveur des TIMP si aucune compensation n’existe par les
MT-MMP. Les protéines proMMP-9 libérées pourraient alors étre clivées pour prendre leur
forme active. Nous n’excluons cependant pas une possible régulation de leur expression a des
temps plus précoces ou plus tardifs.

Il faut également noter une augmentation de I'expression en ARNm de PAI-2, ce qui
laisse penser que la CRP pourrait réguler négativement l'activation de la MMP-9 mais
egalement bloquer la fibrinolyse en inhibant la synthése du plasminogéne en plasmine dans la
paroi artérielle. Nous spéculons que la CRP pourrait étre responsable d'un "priming"
cellulaire favorisant la formation d'un "pool" extracellulaire de proMMP-9 qui serait

maintenu dans son état inactif par la surexpression de PAI-2. Afin d’optimiser l'action
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dégradatrice des MMP-9 lors de la future activation de ce pool, la synthese2dd, I
I"inhibiteur plasmatique majeur de la MMP-9, serait diminuée. Des études cinétiques de
'expression de ces différentes protéines régulatrices sous l'effet de la CRP pourraient nous

permettre de mieux corréler leur action avec I'activation des protéines proMMP-9.

Il.a Approche a I'aide des monocytes isolés

Méme si aucune modification de la synthese de MMP-9 n’a pu étre mise en évidence
apres 12H et 24H de contact avec la CRP, les variations des ARNm PAiZ2Metsont
conservées dans les monocytes isolés. Il semblerait que la CRP puisse jouer un role dans la
modulation de cette activation en intervenant directement sur la régulation de la synthése de
certains inhibiteurs de l'activation de la proMMP-9. Aucune variation des ARNm TIMP-1 et
TIMP-2 n’a été mise en évidence par notre équipe lors d’expériences paralleles a l'aide de
puces a oligonucléotides (résultats non présentés). Il reste cependant a déterminer les niveaux
protéigues de PAI-232-M, TIMP-1 et TIMP-2 avant de conclure définitivement ce point.

La CRP pourrait également favoriser la synthese de la proMMP-9 mais exclusivement dans le

cadre d’'une coopération cellulaire.

[ll. Régulation de la synthese de MMP-9 par les voies PI3-Kinase et MEK

Nous avons pu démontrer que les voies de signalisation PI3-Kinase et MEK sont
impliquées dans la synthese de MMP-9 par la CRP. Pour les PBMC et les cellules THP-1,
I'utilisation d’un inhibiteur de la voie MEK (PD98059 ou U0126) diminue significativement
la quantité de proMMP-9 produite. Il en est de méme lorsque I'on utilise un inhibiteur de la
voie PI3-Kinase (Ly294002). Ces deux voies ont déja été impliquées dans la sécrétion de
MMP-9 par stimulation avec I'lL-1fde cellules issues d'une lignée fibroblastique murine
[387], ce qui conforte nos résultat®\ contrario, la présence dinhibiteur de la
p38MAPKinase (SB203580 ou SB202190) aux concentrations utilisées n’a aucun effet
significatif sur les cellules THP-1 et doit étre vérifié sur les PBMC. L'ensemble de cette étude

des voies de signalisation devra également étre étendue aux monocytes isolés.
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V. Effets de l'azide de sodium contenu dans les solutions de CRP sur la
synthése de MMP-9

Toutes nos expériences démontrant une activation de la synthese de MMP-9 par la
CRP ont été effectuées avant la mise en évidence dans plusieurs études d’'une possible action
de l'azide de sodium contenu dans les solutions de CRP commerciales sur des cellules
endothéliales et cellules musculaires lisses [259-263]. Méme si aucune étude n’a pour le
moment attribué les effets de la CRP a l'azide de sodium sur les monocytes et les PBMC,
nous avons commenceé a vérifier son implication réelle dans nos expériences.

Apres retrait de l'azide de sodium d’une solution de CRP purifiee a 25ug/mL,
laugmentation de la quantité ’ARNm de MMP-9 mesurée initialement avec les PBMC est
perdue. La méme constatation a pu étre faite au niveau protéique avec les cellules THP-1
traitées avec la CRP recombinante a 25ug/mL débarrassée de 'azide de sodium. Les effets de
'azide de sodium semblent donc indépendants du type de CRP. Des expériences similaires
sur les PBMC avec la CRP recombinante débarrassée de I'azide de sodium ainsi que sur les
cellules THP-1 avec la CRP purifiée débarrassée de l'azide de sodium nous conforteraient
dans cette hypothese. Il reste également a vérifier, par dosage ELISA ou par zymographie, si
'azide de sodium agit également sur I'expression protéique de proMMP-9 pour les PBMC.
Une seconde confirmation sera a effectuer avec les cellules THP-1 en suivant par RT-PCR si
l'azide de sodium est impliqgué ou non dans l'augmentation d’expression en ARNm de
MMP-9.

Les niveaux de MMP-9 ne variant pas pour les monocytes sous l'effet de la CRP
purifiée, nous n'avons pas testé I'implication de I'azide de sodium sur ces cellules. Il semble
malgré tout intéressant de I'étudier car si la présence d'azide de sodium peut induire une
augmentation de la synthese en MMP-9 des PBMC, il est donc tout a fait probable que la CRP
puisse avoir un effet inhibiteur sur cette méme synthése dans les monocytes. Ce que nous
observons dans nos expériences pourrait alors étre la résultante de deux phénomenes opposés
d’amplitude sensiblement identique a savoir une activation par l'azide de sodium et une
inhibition par la CRP.

Des expériences complémentaires seront aussi nécessaires afin de déterminer si les
variations de PAI-2 eti-2M sont dues a la CRP ou a des contaminants. Desés®
préliminaires semblent faire apparaitre que l'azide de sodium n’est pas impliqué dans
'augmentation de la quantité d’ARNm de PAI-2 avec les PBMC. Pour les monocytes isolés,
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le retrait de I'azide de sodium des solutions de CRP semblerait diminuer I'amplitude de
laugmentation de 'ARNm de PAI-2. Des expériences complémentaires nous permettront
d’évaluer si cette augmentation reste significative.

Concernantn-2M, nos premiéres expériences de contrdle avec les PBMC semblent
indiquer que la CRP purifiee, apres retrait de l'azide de sodium, n'agisse plus en tant
gu’inhibiteur de synthése de-2M mais en tant qu’activateur. L'effet de I'azide de sodium
sur I'expression en ARNm d&-2M avec les monocytes isolés semble beaucoup plus modéré
d’apres nos premieres expeériences. L'absence d'azide de sodium dans la solution de CRP
purifiée provoquerait une diminution accrue de I'expression en ARNm-2id comparée a
celle mesurée avec la CRP purifiee commerciale.

Si ces données sont confirmées, nous pourrons a nouveau avancer I'hypothése d’'une
coopération cellulaire entre lymphocytes et monocytes qui aboutirait a une surexpression de
PAI-2 mais également de2-M afin d’établir un équilibre entre synthese de MMP-9 activées
et controle de leur libération.

Il sera malgré tout nécessaire de confirmer toutes ces observations avec un plus grand
nombre d’échantillons pour les deux types cellulaires et étendre ces contrbles aux cellules
THP-1. Des études cinétiques en ARNm et en protéines devront également compléter les

résultats.

V. Conclusion

Méme si nos premiéres expériences ont démontré une implication de la CRP dans la
synthese et la sécrétion de MMP-9 pour les PBMC et les cellules THP-1, il s’est ensuite avéré
gue l'effet observé n'était pas di a la CRP mais a I'azide de sodium présent dans les solutions
commerciales utilisées. Tous les résultats obtenus a partir de cette conclusion initiale et
présentés ci-dessus sont donc eégalement remis en cause.

Cette partie de notre étude s’est donc soldée par une réponse négative en ce qui
concerne une probable implication de la CRP dans la synthese de MMP-9 pour les PBMC et
les cellules THP-1.

Cependant, pour les monocytes isolés, des expériences complémentaires nous
permettront de conclure quant a un effet inhibiteur ou non de la CRP sur I'expression de la
MMP-9. Les quelques études sur I'implication de la CRP dans la synthése de MMP-9 parues

ces derniéres années n’'ont bénéficié d’aucun contrble sur le caractére effectif et potentiel des
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contaminants présents dans les solutions de CRP commerciales utilisées [257]. Nous ne
pouvons donc pas nous appuyer sur ces études. Seules deux études récentes utilisant des
solutions de CRP sans azide de sodium ni endotoxines ont permis de démontrer que la CRP
induisait la production de MMP-9 dans les macrophages et les PBMC [308, 309].

Méme si la synthése de MMP-9 ne semble pas étre sous l'influence de la CRP, il
semble intéressant d’approfondir I'implication réelle de la CRP sur les systemes de régulation
de la protéine MMP-9 en suivant, en particulier, les expressions dans le temps de PAI-2 et
a-2M.
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ETUDE N° 3: Protéine C-réactive et implication

dans la synthese de cytokines pro-inflammatoires

L’IL-1a, I'IL-1B, le TNFa et I'lL-6 ont une large panoplie d’action lors du pbéene
pro-inflammatoire, de la mise en place de la défense face a un pathogene aux lésions
tissulaires [218]. Ces cytokines pro-inflammatoires sont tres largement impliquées dans le
processus athéromateux et leur contribution a été largement documentée [160, 218]. Elles
favorisent également la synthese de CRP [10] ce qui peut maintenir un environnement

inflammatoire au site de la Iésion.

Nos premiers résultats ont démontré que la solution commerciale de CRP purifiée a
25ug/mL augmentait la synthese des ARNm des cytokines pro-inflammmatoires IlL-1
1B, IL-6 et TNFa dans les PBMC. Cette augmentation a été retrousée lés monocytes
isolés pour les ARNm de I'lLd, I'lL-1p ainsi que I'lL-6. Contrairement aux PBMC, la
guantité d’ARNmM du TNFadiminue en présence de CRP dans les monocytes.islokst
possible que le temps d’exposition de 12H a la CRP ne corresponde pas véritablement au pic
d’expression du TNé& pour les monocytes isolés. Le choix de ce tempudéa été fait a
partir des résultats de cinétique d’expression en ARNm sur les monocytes d’un seul patient et
le fait de ne pas retrouver 'augmentation en ARNm ded lFs de notre étude nous pousse
aémettre des doutes sur la valeur représentative de notre cinétique d’expression.

Des expériences cinétigues complémentaires a partir de monocytes d’autres patients
pourraient permettre de conclure quant au pic d’expression en ARNm du TalHifférence
d’expression en ARNm du TNFobservée ici entre les PBMC et les monocytes sediet’
de la CRP peut également étre due a une interaction entre lymphocytes et monocytes. La
diminution en ARNm du TNé& observée dans les monocytes peut étre due a ureddégn
des ARNmM existants et peut étre pas a une véritable diminution de synthése. Une
collaboration entre monocytes et lymphocytes sous I'effet de la CRP serait alors nécessaire
pour augmenter la quantité d’ARNm du TéNE&t/ou stabiliser ces ARNm.

Une augmentation de 'TARNm pour I'lL-1d’IL-1B et le TNFe a pu étre confirmée pour les
cdlules THP-1 avec les deux types de CRP commerciale (purifiée et recombinante) et pour
les deux concentrations testées (2,5ug/mL et 25ug/mL). L'ARNm de I'lL-6 n’est pas
mesurable pour les cellules THP-1 quelque soit la technique et le traitement utilisé. Nous
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pouvons cependant exclure tout probleme technique puisque les amorces utilisées en RT-PCR
guantitative sont identiques dans toutes nos expériences et qu’aucun polymorphisme du gene
de I'lL-6 n’a été décrit entre les trois types cellulaires utilisés.

Les trois types cellulaires présentent une similarité quant a 'augmentation de la
guantité d’ARNm observée pour I'lL-1et I'lL-1p impliquant un effet activateur de la CRP
pour ces deux cytokines et rejoignent quelques études anciennes qui ont démontré une
influence de la CRP sur la synthése des cytokines pro-inflammatoires IL-16, TNFa et
IL-6 avec des monocytes et des macrophages alvéolaires [272, 388]. Ces conclusions ainsi
gue nos premiers résultats ont été effectués avant la mise en évidence de I'implication de
'azide de sodium ainsi que des endotoxines dans certains effets attribués initialement a la
CRP.

Nos expériences de controle effectuées avec les cellules THP-1 démontrent clairement
un effet de l'azide de sodium sur l'augmentation de 'ARNm de l'lL€tfdu TNFe.
L’activation de cette augmentation en ARNm de I'lL-d#ns les PBMC a également été
associée a la présence d’azide de sodium. L’augmentation initialement observée et attribuée a
la CRP est donc partiellement due a la présence d'azide de sodium dans la solution
commerciale de CRP. Il reste néanmoins a tester I'impact de I'azide de sodium sur la quantité
d’ARNm de I'lL-1a dans les trois types cellulaires de notre étude/Idelf dans les
monog/tes ainsi que du TNFdans les PBMC et les monocytes.

Par ailleurs, une implication des endotoxines a pu étre mise en évidence dans les
variations en ARNm IL-1p1L-1p et TNFo obtenues en présence de CRP avec les cellules
THP-1. Cette observation reste CRP type-dépendant et cytokine-dépendante. En effet, pour
tous les lots utilisés, la solution de CRP recombinante contenait davantage d’endotoxines
contaminantes que la solution de CRP purifiée. L'utilisation de polymyxine B inhibe
totalement l'augmentation en ARNm IL-1let IL-1p initialement observée avec la CRP
recombinante alors qu’une dose similaire de polymyxine B atténue mais n’annule pas
totalement I'effet de la CRP purifiée. Les endotoxines présentes dans les solutions de CRP ne
semblent avoir qu'un effet partiel sur I'expression du ®Npuisque la présence de
polymyxine B n’inhibe pas totalement 'augmentation d’expression en ARNm quelquesoit la
CRP utilisée. Ces résultats concordent avec les travaux de nombreuses équipes qui ont décrit
une implication des endotoxines sur l'augmentation de I'expression des cytokines pro-
inflammatoires dans les cellules THP-1. L'ajout de LPS sur des cellules THP-1 est capable
d’activer la synthése de I'lLel I'lL-1p de I'lL-6 et du TNk, indépendamment de tout autre
facteur [389].
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Ces derniéres expériences contredisent donc nos premiers résultats. L’augmentation de
la synthése des cytokines pro-inflammatoires Il-1lel1p et TNFu n'est donc pas due a la
CRP mais a I'azide de sodium et aux endotoxines présents dans les solutions commerciales de
CRP.

Malgré tout, des expériences complémentaires semblent indispensables puisque
Nabata et Al. viennent de démontrer que la CRP sans azide de sodium et débarrassée des
endotoxines activait la prodution de ThiFet d’IL-13 dans les PBMC [308].
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Conclusions et perspectives génerales

Nous avons démontré dans un premier temps que la CRP, en plus de ses propriétés de
marqueur indépendant du risque cardiovasculaire, avait un véritable role effecteur sur les
PBMC, les monocytes et les cellules THP-1. La CRP semblait responsable de 'augmentation
de la synthése et de la libération de cytokines pro-inflammatoires favorisant ainsi le maintien
d’'un cadre inflammatoire. Aprés des expériences de controle, il s’est avéré que les effets
observés étaient dls pour beaucoup a la présence d’endotoxines et d’azide de sodium dans les
solutions de CRP utilisées. Ces données sont en contradiction avec une récente étude
effectuée sur des PBMC et des cellules THP-1 qui conclu a un effet positif de la CRP sur la
synthése d’IL-1fet de TN [308]. Des expériences complémentaires devront étre effectuées
car les temps d’incubation des cellules avec la CRP entre les deux équipes sont différents.

Nous avons été confrontés a la méme problématique concernant I'expression de
MMP-9. Une premiere série d’expériences avec les solutions de CRP commerciales avaient
démontré une activation de I'expression de 'ARNm et de la libération protéigue de MMP-9
par les PBMC et les cellules THP-1. Ces augmentations étaient en fait le résultat de la
présence d’'azide de sodium dans les solutions de CRP. Pour les monocytes, nous n’avions pas
observé de modifications concernant MMP-9 mais l'impact de l'azide de sodium sur cette
observation reste a vérifier. Ces premiers résultats s’opposent & de récentes parutions
démontrant une augmentation protéique de MMP-9 totales ou actives provoquée par la CRP
avec l'utilisation de PBMC, de cellules THP-1 ou de macrophages de rats [308, 309].
L’extension de nos expériences de contrble reliant les effets de I'azide de sodium et des
endotoxines sur l'expression et la libération de MMP-9 et ce, avec les mémes temps
d’incubation en présence de CRP que ceux utilisés dans ces études, devrait nous permettre de
conclure définitivement sur la réelle implication de ces deux molécules dans notre étude.

La premiere de nos études montrant une absence d’implication de I'azide de sodium et
des endotoxines lors d'un traitement avec les solutions de CRP commerciales concerne
'augmentation de la quantité d’ARNm et de protéines du VEGF-A dans les cellules THP-1.
Cette augmentation n'a été mesurée qu’au niveau transcriptionnel dans les monocytes isolés
et I'association protéique reste a confirmer sur un plus grand nombre d’échantillons. La
favorisation de la néovascularisation de la plague envisagée avec la surexpression du
VEGF-A par la CRP dans les monocytes (et les cellules THP-1) permettrait alors I'afflux de

leucocytes supplémentaires et amplifierait, proportionnellement au nombre de néovaisseaux,
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le nombre de leucocytes candidats a la transmigration. Cette néovascularisation augmentant
avec I'évolution de la plaque jusqu’a la rupture de cette derniére, il n’est pas impossible que la
CRP, présente a de fortes concentrations au niveau de la plague, participe également a la
rupture de néovaisseaux (provoquant ainsi une hémorragie intraplaque) ou de la plaque

elle-méme par I'action des MMP-9.

L’ensemble de ces résultats apporte une vision supplémentaire dans la recherche de
cibles thérapeutiques afin de lutter contre la formation, I'évolution et la rupture de la plague
d’athérome. Une premiere approche vient a viser la CRP elle-méme. Il a déja été démontré
gue les statines, connues pour leurs effets hypocholestérolémiants, diminuaient les taux
plasmatiques de CRP. Mieux connaitre le fonctionnement de la CRP nous a d’ores et déja
permis, a partir de ces travaux, d'imaginer une autre cible potentielle qu’est le VEGF-A. Nous
restons intimement persuadés que nous ne sommes qu’au début d’'une liste que nous espérons
élargir prochainement. En effet, une étude paralléle dans notre laboratoire a permis de définir
une seconde cible potentielle, le LEont I'expression est régulée positivement parR&® C
Nous avons pu démontrer dans les monocytes et les cellules THP-1 que la CRP induit une
augmentation des ARNm et des protéines bX&nsi qu’une translocation nucléaire de la
protéine. Cette régulation de LXRpar la CRP semble étre médiée par la translocation
nucléaire de N&B, l'activation des protéines ERK, MAPkinases et Adhases et est
accompagnée d’'une augmentation de I'expression en ARNm ABCA1, un gene cible de
LXRa.
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Fiches Techniques
Fiche 1

Electrophorese sur gel dénaturant de polyacrylamide (SDS-PAGE)

» Fixer les plaques de verre sur leur support et fixer 'ensemble sur le socle de coulage.

« Couler le gel de séparatiéf entre les plaques de verre jusqu’a environ une hauteur de
5cm et recouvrir d’eau distillée.

» Laisser polymériser environ 15 minutes.

» Retirer I'eau distillée par inversion du socle.

« Couler le gel de concentratiéf et positionner le peigne en évitant de piéger des bulles
au niveau des dents et laisser polymériser entre 10 et 15 minutes.

» Retirer les peignes et rincer soigneusement chaque puits avec de I'eau distillée ou le
tampon de migration.

 Assembler les deux supports de gel sur le systéme central d'électrodes et insérer
'ensemble dans la cuve a électrophorése :

* Remplir le réservoir central ainsi qu’environ 1/3 du réservoir externe avec du tampon de
migration.

« Préparer les échantillons en ajoutant 1 volume de tampon de ¢Hapgar 1 volume
d’échantillon.

» Chauffer les échantillons a 100°C pendant 3min.

« Charger les puits du gel avec les échantillons et le marqueur d&Xaille

* Brancher la cuve d’électrophorese sur un générateur de courant continu. La migration
s’effectue a 100V pour une durée variable selon les expériences.

@ Appareil d’électrophorése MiniProtean Ill (BioRad).

@ Gel de séparation: 10% ou 12% (v/v) acrylamide/bisacrylamide (37,5/1) (Euromedex,

Mundolsheim, France) dans tampon Tris-HCI 1,5M pH 8,8, SDS 0,4% et polymérisé avec 0,5%
(v/v) de persulfate d’ammonium a 10% et 0,1% (v/v) de TEMED.

) Gel de concentration : 4% (v/v) acrylamide/bisacrylamide (37,5/1) (Euromedex) dans tampon
Tris-HCI 0,5M pH 6,8, SDS 0,4% polymérisé avec 0,5% (v/v) de persulfate d’ammonium a 10%

et 0,1% (v/v) de TEMED.

@ Tampon de migration : 29mM Tris-Base, 192mM Glycine, 0,1% SDS.

® Tampon de charge: 125mM Tris-HCI pH6,8, 4% SDS, 20% Glycérol, 0,004% bleu de

bromophénol ,10% 2-mercaptoéthanol.

©) prestain Protein Ladder (MBI Fermentas) : 11kDa, 17kDa, 24kDa, 35kDa, 46kDa, 54kDa,

72kDa, 100kDa, 126kDa, 170kDa.
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Fiche 2

Coloration au bleu de Coomassie

Des la fin de I'électrophorese, laver 2 fois le gel dans 100mL d’eau distillée (H20d) sous
agitation pendant 15min.

Retirer I'eau distillée et ajouter un volume suffisant de Biosafe Coomassie (BioRad) afin
de recouvrir le gel.

Incuber sous agitation lente une heure pour obtenir le maximum de coloration.

Rincer le gel dans 100mL d’H20d pendant 15min sous agitation.
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Fiche 3

Electrophorése sur gel non dénaturant de polyacrylamide (PAGE)

» Fixer les plaques de verre sur leur support et fixer 'ensemble sur le socle de coulage.

« Couler le gel de séparatifthentre les plaques de verre jusqu’a environ une hauteur de
5cm et recouvrir d’eau distillée.

» Laisser polymériser environ 15 minutes.

* Retirer I'eau distillée par inversion du socle.

« Couler le gel de concentratihet positionner le peigne en évitant de piéger des bulles
au niveau des dents et laisser polymériser.

» Retirer les peignes et rincer soigneusement chaque puits avec de I'eau distillée.

* Assembler les deux supports de gel sur le systeme central d’électrodes et insérer
'ensemble dans la cuve a électrophorése :

* Remplir le réservoir central ainsi qu’environ 1/3 du réservoir externe avec du tampon de
migration.

« Préparer les échantillons en ajoutant 1 volume de tampon de Ehame 1 volume
d’échantillon.

* Chauffer les échantillons a 100°C pendant 3min.

« Charger les puits du gel avec les échantillons et les marqueurs de taille pré®olorés

* Brancher la cuve d’électrophorese sur un générateur de courant continu. La migration
s’effectue a 100V pour une durée variable selon les expériences.

@ Appareil d’électrophorése MiniProtean Ill (BioRad).

@ Gel de séparation : 12% (v/v) acrylamide/bisacrylamide (37,5/1) (Euromedex) dans tampon
Tris-HCI 1,5M pH 8,8, polymérisé avec 0,5% (v/v) de persulfate d’ammonium a 10% et 0,1%

(v/v) de TEMED.

®) Gel de concentration : 4% (v/v) acrylamide/bisacrylamide (37,5/1) (Euromedex) dans tampon
Tris-HCI 0,5M pH 6,8, polymérisé avec 0,5% (v/v) de persulfate d’ammonium a 10% et 0,1%

(v/v) de TEMED.

® Tampon de migration : 29mM Tris-Base, 192mM Glycine, 0,1% SDS.

® Tampon de charge : 62,5mM Tris-HCI pH6,8, 25% Glycérol, 0,01% bleu de bromophénol.

©) prestain Protein Ladder (MBI Fermentas) : 11kDa, 17kDa, 24kDa, 35kDa, 46kDa, 54kDa,

72kDa, 100kDa, 126kDa, 170kDa.
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Fiche 4

Coloration au nitrate d’'argent
(Kit Bio-Rad)

Fixation :

Préparer la solution de fixation (pour 1 grand gel)

Volume Concentration
Reagent Grade Methanol 200 mL 50% v/v
Reagent Grade Acetic Acid 40 mL 10% viv
Fixative Enhancer 40 mL 10% v/iv
Concentrate
Eau distillée déionisée 120 mL 30% viv
Total 400 mL 100% v/v

Apres I'électrophorese, placer les gels dans la solution de fixation pendant 20 min sous agitation.

Lavage :

* Retirer la solution de fixation.
* Rincer le gel dans de 'eau distillée pendant 10 min sous agitation.
* Vider I'eau et renouveler le lavage avec de I'eau distillée. Retirer I'eau.

Coloration et développement

Préparer la solution de coloration 5 minutes juste avant utilisation :
» Placer 52,5 mL d’eau déionisée sans un bécher ou un erlen contenant un agitateur
magnétique.
Ajouter dans l'ordre :
7,5 mL de Silver Complex Solution
7,5 mL de Reduction Moderator Solution
7,5 mL de Image Development Reagent
* Immédiatement avant utilisation, ajouter 75 mL de Development Accelerator Solution et
agiter.
* Verser le mélange dans le récipient de coloration.
» Laisser sous agitation lente pendant environ 20 minutes afin d’avoir l'intensité de
coloration désirée. Il faut au moins 15 minutes pour voir apparaitre les spots.

Arrét de la réaction

* Quand la coloration désirée est atteinte, stopper la réaction en placant le gel dans une
solution d’acide acétique 5% au moins 15 minutes.
* Rincer les gels 5minutes dans de I'eau distillée.
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Fiche 5

Retrait de I'azide de sodium des solutions de CRP commerciales

(Micro Bio-Spin® Chromatography Columns)

* Inverser la colonne vigoureusement plusieurs fois pour resuspendre le gel et retirer les
bulles.

» Découper la pointe de la colonne et placer la colonne sur un tube a microcentrifugation
de 2mL.

» Retirer le capuchon. Si le tampon contenu dans la colonne ne s’écoule pas, remettre le
capuchon puis le retirer a nouveau.

» Laisser I'exces de tampon s’écouler par gravité (environ 2 minutes).

» Retirer le tampon du tube de 2mL et le replacer sous la colonne.

» Centrifuger 'ensemble colonne + tube pendant 2 minutes a 10009 pour retirer le tampon
restant.

* Vider le tube et le replacer sous la colonne.

« Ajouter 500pL du tampon des solutions de CRP sans 9Zittns la colonra.

» Centrifuger 'ensemble colonne + tube, 1min a 1000g. j 4 fois

* Vider le tube et le replacer sous la colonne.

* Placer la colonne dans un tube de 1,5mL.

» Déposer I'échantillon (entre 20 et 75uL) a la surface du gel de la colonne.

» Apres dépot de I'échantillon, centrifuger 'ensemble colonne + tube pendant 4 minutes a
1000g.

» L’échantillon purifié est récupéré dans le tube 1,5mL.

@ Tampon CRP : 20mM Tris, 280mM NaCl, 5mM CacCl2 pH 7,8-8,2.
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Fiche 6

Séparation des cellules mononucléaires sur gradient de Ficoll

et mise en culture

Diluer au 1/2 I'échantillon de sang dans du PBS 1X pH 7,4 a température ambiante.
Dans un tube Falcon de 50 mL, ajouter un volume de milieu de séparation des
lymphocytes (gradient de Ficoll de densité 1.077+ 0.001) (Eurobio) identique au volume
de sang obtenu apres dilution. Déposer délicatement le sang dilué sur le gradient de Ficoll
a l'aide d’'une pipette en évitant de mélanger les deux phases.
Centrifuger a 2500 tours/min pendant 20min a température ambiante.
Prélever entre 5 et 10 mL du sérum (phase supérieure jaunatre) dans un tube de 15mL.
Prélever I'anneau de cellules mononucléaires avec une pipette Pasteur et le déposer dans
le tube de lavage.
Ajuster a 50mL avec du PBS 1X.
Centrifuger 8 min a 1500 tours a température ambiafitayhge).
Reprendre le culot dans du PBS 1X et ajuster a 50mL.
Centrifuger 8 min a 1500 tours a température ambiante (2¢& lavage).
Retirer le surnageant et reprendre les cellules dans environ 10mL de RPMI-1640 (avec
25mM Hepes et L-glutamine).
Compter les cellules. Pour cela, prélever 20uL de la suspension cellulaire et y ajouter
20uL d’'une solution de bleu Trypan a 0,4% (Sigma). Aprés quelques minutes, déposer
20uL du mélange entre lame et lamelle et compter les cellules sous un microscope. Le
nombre de cellules s’obtient suivant I'équation : N = n x 2%x1
ou N = nombre total de cellules

n = nombre de cellules comptées sur la plaque de Thoma

2 = facteur de dilution des cellules avec le bleu Trypan

V = volume de reprise des cellules avant numération
Ajouter aux cellules un volume de sérum autologue afin d’obtenir une concentration
finale de 1%.

Ensemencer les cellules 1@llules/mL.

159



Fiches Techniques
Fiche 7

Récupération des cellules apres la mise en culture

pour I'extraction d’ARN

» Directement a partir des flasques ou des puits de culture, récupérer les surnageants dans
un tube "A" de 15mL a l'aide d’'une pipette.

« Déposer doucement 1mL de PBS 1X stéHlsur les cellules adhérentes au plastique des
flasques ou des puits.

» Agiter lentement les flasques ou les plaques de culture afin de laver I'ensemble de la
surface cellulaire.

* Retirer le PBS avec une pipette.

« Ajouter immédiatement 1mL de Trizol® pour "1@ellules et laisser agir quelques
minutes sous la sorbonne.

* Pendant ce temps, centrifuger les tubes "A" de 15mL contenant les surnageants 6min a
1500 tours/min & température ambiante afin de culotter les cellules en suspension dans le
milieu de culture.

« Transférer le surnageant dans un tube propre dans lequel un cocktail d'anti-pfétéases
(Roche Moleculars Biochemicals) a été préalablement ajouté. Bien homogénéiser,
aliquoter et conserver a -80°C.

» Laver le culot du tube "A" avec 10mL de PBS 1X stérile.

e Centrifuger 6min a 1500 tours/min a température ambiante et vider le surnageant.

» Récupérer le Trizol® a I'aide d’une micropipette et le transférer dans le tube "A". Bien
homogénéiser par aspiration-refoulement et transférer dans un tube de 1,5mL ou 2mL
selon le volume. Conserver a -80°C jusqu’a I'extraction.

@) PBS stérile 1X pH7,4 : 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mMN8Q,-7H20, 2mM KHPO,
dans H20 DEPC et autoclaver.
@) Complete mini EDTA-free (Roche Molecular Biochemicals)
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Fiche 8

Extraction d’ARN totaux a partir de cellules en culture

« Homogénéiser ICcellules dans 1 mL de Trizol®.

e Incuber les échantillons pendant 5 min a température ambiante (dissociation des
complexes nucléoprotéiques).

» Ajouter 0,2mL de chloroforme par mL de Trizol®.

» Agiter vigoureusement a la main pendant 15 secondes et incuber a température ambiante
pendant 2 a 3 min.

» Centrifuger a 12000g (11000 rpm) pendant 15 min a 4°C.

* Reécupérer la phase supérieure contenant ’ARN dans un tube propre.

« Ajouter 0,2U de DNasé€"l

* Incuber le tube 30 min a 37°C.

» Ajouter 0,5 mL d’isopropanol. A cette étape, il est possible d’ajouter 20ug de glycogene
pour un petit nombre de cellules initial afin de précipiter plus efficacement 'ARN.

* Incuber pendant 10 min a température ambiante.

» Centrifuger a 12000g (11000rpm) pendant 10 min a 4°C.

» Retirer le surnageant et ajouter 1 mL d’éthanol 75% au culot.

* Mélanger par inversion ou vortex. (conservation possible 1 an a —20°C ou 1 semaine a
4°C).

» Centrifuger a 75009 (9000rpm) pendant 5 min a 4°C.

e Sécher le culot brievement pendant 5 a 10 min a l'air libre.

* Reprendre le culot dans de I'eau DEPC (conservation possible a -80°C).

) DNAse | : Déoxyribonuclease | (RNase-free) a 1U/uL (MBI Fermentas).
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Fiche 9

Vérification de I'intéqrité des ARN sur gel d’agarose

Protéger la paillasse avec du papier aluminium ou la nettoyer avec une solution de NaOH
a 0,1M.

Préparer la cuve, le peigne et le support du gel (Wide Mini-Sub™ Cell, BioRad).

Déposer le peigne et le support dans la cuve.

Les recouvrir de NaOH 0,1M pendant 15 minutes.

Préparer 1L de TBE 1X & partir de la solution TBE 10X

Pour un petit gel, verser 50mL de TBE 1X dans tube Falcon de 50mL et transférer dans
un erlen autoclave.

Peser 0,4g d’agarose que I'on ajoute dans l'erlen.

Chauffer a 200-250°C pour faire fondre I'agarose en remuant de temps en temps.

Sortir le bleu de dépdt ARK du —20°C ainsi que les échantillons du —80°C. Les placer
dans la glace.

Retirer la solution de NaOH de la cuve et laisser sécher.

Dans l'erlen avec l'agarose fondu, ajouter 2uL de bromure d’éthydium (BET) d’'une
solution mere a 10mg/mL pour 50mL d’agarose.

Refroidir I'erlen sous I'eau et verser 'agarose sur le support (N.B: en cas de fortes
chaleurs, il est possible de mettre le gel a polymériser au froid).

Pour désagréger 'ARN dans les tubes d’échantillons : chauffer a 95°C pendant 2 minutes
puis transférer directement dans la glace.

Vortexer les tubes d’échantillons.

Lorsque le gel est polymérisé, retirer le peigne du gel et déposer le gel avec son support
dans la cuve contenant du TBE 1X.

Dans un petit tube, déposer le volume équivalent a 1ug d’ARN de I'échantillon et
environ 2uL du bleu de dépbét ARN (afin d’obtenir une dilution au 1/5é du bleu de
dépbt).

Déposer les échantillons dans les puits du gel.

Migrer a 70 volts (jusqu’a 80V maxi pour un petit gel) jusqu’a visualisation des bandes
désirées.

Les bandes des ARN 28S, 18S et 5S sont observées par passage du gel sous lampe UV.

@) Tampon TBE 10X : 890mM Tris-base, 890mM acide borique, 20mM EDTA (pH8) gsp H20

DEPC.

@ Bleu de dépot ARN 6X : 0,25% bleu de bromophénol, 0,25% xyléne cyanol, 30% glycérol,

qsp H2

O DEPC.
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Fiche 10

Transcription inverse des ARN (RT)

Dans un microtube de 0,5 mL, mélanger dans l'ordre :

Volume Concentration finale

H20O ultrapure gsp 20 pL

Tampon RT 5XY 4 pL 1X
dNTP 25 mM® 0,2 L 0,5mM
Oligo dT (10 uM)® 1pL 1pM
Inhibiteur de RNAs&” 0,1 pL 4U
ARN totaux 2ug/20uL
Reverse Transcriptase 0,2 uL 40U/20uL

N.B : le volume en ARN totaux a prélever correspond a 2ug d’ARN.

* Incuber le mélange réactionnel a 42°C pendant 1h30.
» Conserver le produit de la réaction a -20°C ou effectuer I'amplification par PCR
(Polymerase Chain Reaction).

@ Tampon M-MuLV 5X: 250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 20 mM Mggl250 mM KCl
(MBI Fermentas).

@) NTP & 25mM chaque (MBI Fermentas)

® Amorce oligonucléotidique spécifique de '’ARNm étudié oligo(dT)15.

“® Ribonuclease inhibitor & 40U/uL (MBI Fermentas).

®) RevertAid™ M-MuLV & 200U/puL (MBI Fermentas).
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Fiche 11

PCR quantitative en temps réel sur LIGHT CYCLER

Utilisation du Kit SYBR Green QIAGEN contenant le Mix réactionnel prét a I'emploi
(INTP+Tagq polymérase+E&aMg>") et H20 ultrapure en aliquots & —20°C.

» Deécongeler les tubes de Mix, d’amorces, d’H20 ultrapure et les ADNc.
» Vortexer les ADNc quelques secondes.

Sous la hotte PCR et dans le bloc réfrigéré :

* Préparer un nombre de capillaires correspondant a celui des échantillons a tester
* Préparer le pool PCR pour n+1 échantillons avec pour 1 échantillon :
0,5uL amorce 3’ anti-sens a 10uM
0,5uL amorce 5’ sens a 10uM
5uL de Mix
3puL H20
» Vortexer et centrifuger quelques secondes.
» Déposer dans chaque capillaire 9uL du pool.
» Vortexer les tubes d’ADNc dilués au 1/20 dans H20 DEPC ou Millipore autoclavée.
» Ajouter 1pL de la solution d’ADNCc diluée dans chaque capillaire.
* Boucher les capillaires.
« Insérer les capillaires dans le carroussel du LIGHT CYCLER
» Sortir le bloc de centrifugation, y insérer le carroussel.
* Insérer le bloc a la verticale dans la centrifugeuse.
» Lancer le programme prédéfini de la centrifugeuse (3000tours/min pendant 30 secondes).
» Alafin du cycle de centrifugation, sortir le bloc.
« Insérer le carroussel dans le LIGHT CYCLER
» Lancer le programme de PCR quantitative.
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Amorces utilisées en PCR en temps reel:

Fiches Techniques

Géne | Accessior Amorces Longueur
Number (S :Sens; AS : Anti Sens) de
I'amplicon

RPS29 | NM001032| S:AAGATGGGTCACCAGCAGCTGTACTG 77pb
AS : AGACACGACAAGTCGGAGAA

IL-1a | NM000575 | S: TGCCTGAGATACCCAAAACC 99pb
AS : GATGGGCAACTGATGTGAAA

IL-1@ | NM000576 | S:GTCAGCTCTCTCCTTTCA 106pb
AS : AATGTGGCCGTGGTTTCT

IL-6 NM000600 | S: CCACACAGACAGCCACTCAC 146pb
AS : AGGTTGTTTTCTGCCAGTGC

TNFa | NM 000594 | S:AGGCGGTGCTTGTTCCTCA 167pb
AS : GTTCGAGAAGATGATCTGACTGCC

VEGF | AF 022375 | S:TCGATCGTTCTGTATCAGTCT 163pb
AS : CCATGAACTTTCTGCTGTCTT

MMP-9 | NM 004994 S:CACTTCCCCTTCATCTTC 172pb
AS : CAGGGTTTCCCATCAGCATT

TIMP-1 | NM 003254| S :ACATCCGGTTCGTCTACACC 101pb
AS : CTGCAGTTTTCCAGCAATGA

TIMP-2 | NM 003255| S : CACCAGGCCAAGTTCTTC 59pb
AS : CGGTACCACGCACAGGA

PAI-2 | NM002575| S:CAGACAGCAACTCAGAGAA 66pb
AS : TGCCACACAAAGATCCTCCA

a2-M | NM 000014 | S:TTCAGGAGCTCTGGGTCACT 166pb
AS : CTGTCTTCCAGGCTGACTCC

Fiche 11
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Fiche 12

Zymoqgraphie

Préparer la gélatine pour 2 gels: peser 12mg de gélatine (EIA Grade Reagent Gelatin,
170-6537 BioRad) et les déposer dans un tube eppendorf avec 360uL d’H20 distillée.
Chauffer a 57°C pour la dissoudre. Pas de vortex !

Préparer les gels d’'acrylamide a 10%. Ajouter 300uL de la gélatine dissoute puis le
persulfate d’'ammonium, le Temed puis couler les gels normalement.

Couler les gels a 4% dés que les gels a 10% sont polymeérisés.

Préparer les échantillons: pour un volume d’échantillon, ajouter 2 volumes de
Zymogram Sample Buffé (Bio-Rad). Ne pas chauffer !!1

Déposer les échantillons sur le gel.

Migrer 1H30 a 100V dans le tampon de migration (fiche 3 ou 5).

Laver le gel 2 fois 15 minutes sous agitation dans 100mL de tampon de'favage

Incuber le gel toute la nuit & 37°C dans 100mL de tampon de révétation

Colorer le gel dans une solution de bleu de Coomassie® pétidant 1H sous agitation.
Décolorer le gel avec la solution de décoloratijusqu’a visualiser les bandes de
digestion.

Apres photographie du gel, la quantification des bandes obtenues s’effectue par mesure
densitométrique (GalDoc 1000,BioRad).

@ Tampon d'échantillon "Zymogram Sample Buffer" : 62,5mM Tris-HCI, pH 6.8, 25%
Glyceérol, 4% SDS, 0,01% bleu bromophénol.

@) Tampon de lavage : Triton X-100 2,5%, glycine 25mM pH8.3.

® Tampon de révélation : 50mM Tris-HCI pH 7,5, 5mM Ga@d.02% Brij-35 et H20d

g 500mL.

@ Solution de bleu de Coomassie 0,5% : 0,5% bleu de Coomassie R-250, 10% acide acétique,

25% isopropanol et H20d gsp 500mL.

®) Solution de décoloration : 50% méthanol, 10% acide acétique, 40% H20d.
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Fiche 13

Extraction des protéines totales ou nucléaires/cytosoliques a partir de

cultures cellulaires

» Directement a partir des flasques ou des puits de culture, récupérer les surnageants dans
un tube "A" de 15mL a 'aide d’'une pipette.

» Centrifuger les tubes "A" pendant 6min a 300g a température ambiante afin de récupérer
les cellules en suspension dans le milieu de culture.

« Transférer le surnageant dans un tube propre dans lequel un cocktail d'anti-pfétéases
(Roche moleculars Biochemicals) a été préalablement ajouté. Bien homogénéiser,
aliguoter et conserver a -20°C.

« Déposer doucement 1mL de PBS 1X stéHilsur les cellules adhérentes au plastique des
flasques ou des puits.

» Agiter lentement les flasques ou les plaques de culture afin de laver I'ensemble de la
surface cellulaire.

* Retirer le PBS avec une pipette.

« Ajouter immédiatement 2mL d’accuta€esur les cellules.

* Incuber les cellules 15min a 37°C sous une atmosphére contenant 5%.de CO

» Gratter trés doucement les cellules et les transférer dans les tubes "A".

» Centrifuger les tubes "A" a 800g pendant 5min a 4°C.

* Vider le surnageant.

* Reprendre les cellules dans 1mL de PBS 1X stérile froid (préalablemant mis dans la
glace).

» Resuspendre les cellules par aspiration-refoulement.

» Centrifuger a 800g pendant 5min a 4°C et retirer le surnageant jusqu’a la derniere goutte.

Cette technique d’extraction s’applique pour un nombre de cellules compris €retel 10

Protéines Totales :

« Ajouter 50pL de tampon de ly§e et mélanger par aspiration-refoulement. Si le culot
reste visqueuy, il est possible d'ajouter du tampon de lyse jusqu’a 100uL total.

* Incuber 20min dans la glace.

* Centrifuger a 12000g 15min a 4°C.

e Récupérer le surnageant contenant les protéines dans un tube eppendorf de 1,5mL.

Protéines nucléaires/cytosoliques :

« Ajouter 400pL de tampon & froid.
* Incuber 10min dans la glace.

* Ajouter le NP-4( 0,1% final.

» Centrifuger a 800g 2min a 4°C.
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Fiche 13

» Retirer le surnageant (fraction cytosolique) et le transférer dans un tube propre qui sera
conserveé a -80°C.

* Ajouter 200uL de tampon A froid sur le culot.

» Centrifuger a 800g 2min a 4°C.

» Retirer le surnageant jusqu’a la derniére goutte.

« Ajouter 50pL de tampon B froid sur le culot.

* Incuber 15min dans la glace (lyse des surnageants).

* Vortexer.

» Centrifuger 6min a 12000g.

» Récupérer le surnageant (protéines nucléaires) dans un tube propre.

» Congeler les tubes rapidement (idéalement dans de la carboglace + éthanol 100%) et les
conserver a -80°C.

@) pPBS stérile 1X pH7,4 : 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mMNRQ,-7H20, 2mM KHPO,.

() Complete mini EDTA-free (Roche Molecular Biochemicals)

® Accutase, Cell Detachment Solution (Invitrogen, Montlugon, France)

@ Cell lysis Buffer 10X ; Cell signaling Technology. A diluer en 1X dans H20d.

®) Tampon A: 10mM Hepes pH 7.9, 3mM MgCI2, 10mM NaCl, 0.1mM EDTA, 300mM
Sucrose, H20milliQ, aliquoter et congeler & -20°C. Juste avant utilisation, ajouter 40uL de la
solution d’anti-protéases (une pastille de "Complete EDTA free" dissoute dans 2mL d’'H20d) et
0,5mM de DTT (5uL de DTT 0,1M pour 1mL de tampon A).

© Tampon B: 20mM Hepes pH 7.9, 3mM MgCI2, 420mM NaCl, 0,2 mM EDTA, 25%
Glycérol, H20milliQ, aliquoter et congeler a -20°C. Juste avant utilisation, ajouter 40uL de la
solution d’anti-protéases (une pastille de "Complete EDTA free" dissoute dans 2mL d’H20d) et
0,5mM de DTT (5uL de DTT 0,1M pour 1mL de tampon A).
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Dosage des protéines

(kit DC BioRad)

Fiche 14

Préparer dans des tubes de 1,5mL, les dilutions de la gamme BSA standard en cascade :

Concentration BSA Quantité de BSA| Quantité de tampon a
standard a prélever prélever

1,34 mg/mL = A 20 pL
0,67 mg/mL =B 20uL de A 20 uL
0,34 mg/mL=C 20pL de B 20 uL
0,17 mg/mL =D 20pL de C 20 L
0,08 mg/mL 20pL de D 20 uL
0 mg/mL 20uL

Pour de meilleurs résultats, utiliser le méme tampon pour la gamme et les échantillons !

» Préparer le réactif A’ en ajoutant @0de réactif S pour 1mL de réactif A.

» Déposer BL d’échantillon ou de standard dans les puits.

» Ajouter dans chaque puits 25 de réactif A’.

* Ajouter 200uL de réactif B dans chaque puits.

* Incuber a température ambiante et a 'obscurité pendant 15min.

» L’absorbance est lue a 750nm sur le lecteur de microplaques et est stable environ une
heure.
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Fiche 15

Western-Blot avec révelation par chimioluminescence (HRP)

Couler le ou les gels d’acrylamide a 12% + 4% selon le protocole de la fiche 1.

Préparer les volumes d’échantillons afin d’avoir 20ug de protéines et y ajouter le tampon
de chargé® (1 volume de tampon de charge pour 1 volume d’échantillon).

Chauffer les échantillons 3 minutes a 100°C dans le bain-marie.

Déposer les échantillons sur le gel et laisser migrer & 100V. Le temps de migration
dépend de la taille de la protéine a détecter.

Pendant la migration, faire tremper, pour 1 gel, 2 feuilles de papier filtre (type papier
Whatman) découpées a la taille du gel, dans de l'eau distillée puis dans du tampon de
transfert (dans une cuve en plastique).

La membrane (Immobilon, PVDF membrane, Millipore), découpée a la taille du gel, doit
étre immergée dans du méthanol 100% pendant 15 secondes, puis dans de I'eau distillée
pendant 2 min et enfin pendant 5 min dans du tampon de trdfistestgel d’acrylamide

et les mousses de l'appareil de transfert doivent étre équilibrés dans le tampon de
transfert avant d’étre montés en sandwich.

Lorsque la migration des protéines dans le gel d’acrylamide est terminée, enlever
délicatement la petite plaque de verre en la soulevant par un angle. Décoller le gel en le
placant dans du tampon de transfert.

Préparer le sandwich en suivant le schéma ci-dessous et avant de métimolsse,
chasser les bulles d'air en faisant rouler une pipette sur le sandwich.

mousse
papier filtre
membrane
gel

papier filtre
mousse

Attention, la membrane ne doit pas sécher sinon, la retremper dans le méthanol 100% et
tampon de transfert.

Fermer la cassette et l'insérer dans le dispositif de transfert (MiniTrans-Blot Cell,
BioRad), face noire de la cassette du coté de la face noire du dispositif. Placer un petit
barreau aimanté au fond de la cuve, ainsi que le réservoir de glace sorti du congélateur a
—20°C.

Remplir la cuve de tampon de transfert.

Le transfert se fait a 100V pendant 1 heure a 4°C sous agitation légere.
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Fiche 15

« Saturer la membrane pendant 2 heures dans 25mL de tampon de Blesmgeagitation
atempérature ambiante.

» Ajouter I'anticorps primaire dilué dans 5mL de tampon de blocage (pour une membrane
de 8,5cm x 6,8cm) et incuber toute la nuit a 4°C sous agitation.

« Laver 5 fois 10 minutes avec le TB&Tsous agitation & température ambiante.

» Ajouter I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase dilué dans le tampon de saturation
et incuber 1 heure a température ambiante sous agitation.

» Laver 5 fois 10 minutes avec le TBST sous agitation a température ambiante.

* Dans un tube de 5mL enveloppé de papier aluminium, ajouter 0,5mL de chaque solution
de la solution de révélation Super Signal® West Dura Extended Duration Substrate
(Pierce) (on compte 1mL total par membrane de 8,5cm x 6,8cm).

* Egoutter les membranes sur du papier Wattman a I'aide d’'une pince.

» Déposer les membranes sur du Saran face protéines vers le dessus.

» Verser la solution Pierce sur la membrane.

» Ajouter un morceau de Saran sur la membrane (en évitant les bulles !!!) et couvrir d’'un
morceau de papier aluminium.

» Laisser incuber 5 minutes.

* Reécupérer la membrane et I'égoutter entre deux feuilles de papier essuie-tout lisse en
tamponnant légerement.

» Placer la membrane entre deux feuilles de Saran propre en refermant les cétés sans faire
de plis. Faire le montage dans la cassette de développement et scotcher le tout.

En chambre noire :

* Poser un film photo sur la membrane.

* Al'aide d'un stylo, marquer les 4 coins de la membrane sur le film photo.

* Fermer la cassette de développement et laisser 1,2 ou 5 minutes de contact.

» Placer le film photo dans le révélateur en agitant le film a I'aide d’'une pince jusqu’a ce
gue la ou les bandes d’intérét commencent a apparaitre.

» Passer ensuite le film dans de I'eau distillée puis dans le fixateur. Laisser la membrane
guelgues instants dans le fixateur afin de retirer le bruit de fond.

* Placer ensuite les films dans I'eau pour retirer le surplus de fixateur.

* Faire sécher les films.
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Fiche 15
Caractéristiques des anticorps utilisés :
Cible de 'anticorps primaire Fournisseur/ référence | Origine | Dilution
Phospho p44/42 MAPK (Erk1/2) Cell Signaling Technology / #9106 | souris 1/2000
p44/42 MAPK (Erk1/2) Cell Signaling Technology / #9102 lapin 1/1000
NFkB p65 Santa Cruz Biotechnology / sc-372 | chévre 1/1000
Phospho Akt Cell Signaling Technology / #4056 lapin 1/1000
Akt Cell Signaling Technology / #9272 lapin 1/1000
Phospho p38MAPK Cell Signaling Technology / #9215 lapin 1/1000
Cible de I'anticorps secondaire | Fournisseur/ référence | Origine | Dilution
Anti IgG de souris couplé HRP © J.I.L 9/ 715-035-151 ane 1/10000
Anti IgG de lapin couplé HRP © J.I.L 9/ 715-035-152 ane 1/10000
Anti IgG de chévre couplé HRP © Santa Cruz Biotechnology / ane 1/10000

° HRP : Horseradish peroxidise, Amersham, France
* J.I.L : Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, USA

@ Tampon de charge : 125mM Tris-HCI pH6,8, 4% SDS, 20% Glycérol, 0,004% bleu de

bromophénol , 10% 2-mercaptoéthanol.
@ Tampon de transfert : 25mM Tris-Base, 192mM Glycine, 20% Méthanol, pH 8,1 & 8,5.

® Tampon de blocage : 5% BSA, 25mM Tris base, 0,05% Tween 20, 150mM NaCl, pH7,5

filtré.

@ TBST : 25mM Tris base, 0,05% Tween 20, 150mM NaCl, pH7,5 filtré.
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Fiche 16

Deshybridation des membranes de Western-blot

Des la fin du développement du premier Western-blot :

« Laver la membrane 2 fois pendant 15 minutes dans le FBST
« Incuber la membrane 15 minutes dans 5mL de solution de strifping
» Laver la membrane 2 fois pendant 15 minutes dans le TBST.

Reprise du protocole standard de Western-blot au niveau de I'étape de saturation de la
membrane.

W TBST : 25mM Tris base, 0,05% Tween 20, 150mM NaCl, pH7,5 filtré.
() Restore™ Western Blot Stripping Buffer (Pierce, Rockford USA)
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Fiche 17

Isolement des monocytes CD14+ par tri sélectif positif

(Miltenyi Biotec)

» La purification des PBMC s’effectue en suivant la fiche 1 jusqu’au 2¢ lavage.

« Vider le surnageant et remettre en suspension avec moins de 1mL de tafttbon M

* Homogénéiser le culot par aspiration-refoulement.

» Transférer dans un tube de 15mL et ajuster a 10mL avec le tampon M.

* Homogénéiser en effectuant plusieurs aspiration-refoulement a I'aide d’'une micropipette.

» Prélever 2Ql de la suspension pour effectuer une numération et un test de viabilité par
exclusion au bleu Trypan (Fiche 18).

» Centrifuger pendant 5 a 6min a 1500 tours.

» Vider completement le surnageant et resuspendre le culot de cellules géhnde80
tampon M pour 10cellules. Transférer dans un tube Eppendorf de 1,5mL.

« Ajouter 2Qul d’anticorps couplé€ pour 10 cellules.

» Incuber pendant 15 minutes a 6-12°C.

e Laver les cellules en ajoutant un volume de tampon M delO a 20 fois supérieur au
volume de cellules préleve.

» Centrifuger pendant 6minutes a 1400 tours/min (300g).

« Lors de la centrifugation, insérer la colonflesur I'aimant, hors champ magnétique.
L’équilibrer en faisant passer 3mL de tampon. NE JAMAIS LAISSER SECHER LA
COLONNE !! Ajouter du tampon si la centrifugation n’est pas terminée.

» Vider le surnageant de I'’échantillon et resuspendre le culot dapsd@®@ampon.

» Insérer la colonne dans le champ magnétique et déposer I'échantillon sur la colonne.

* Rincer 3 fois avec 3mL de tampon. Récupérer alors la fraction négative.

» Retirer la colonne du champ magnétique, ajouter 5mL de tampon et utiliser 'embout de

seringue pour expulser la fraction positive contenant les monocytes dans le tube adéquat.

@ Tampon M : PBS pH 7,4, 0,5% BSA, 2mM EDTA (préparer 50-100mL de tampon).
@ Anticorps couplés : MACS CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Paris, France).
® Colonnes LS (Miltenyi Biotec)
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Fiches Techniques
Fiche 18

Numération et test de viabilité par exclusion au bleu Trypan

* En utilisant un tube Eppendorf, déposepl2fe la suspension cellulaire puisj@@e bleu
Trypan 0,4% v/v (Sigma).

e Déposer 20uL du mélange sur une cellule de Thoma entre lame et lamelle. Il est estimé
gue les cellules peuvent étre comptées entre 2 et 10 millions de cellules/mL.

Au microscope, les grosses cellules bleues correspondent aux cellules mortes aplaties par la
lamelle. Leur numération permettra de déterminer la viabilité des cellules. Les cellules
blanchatres de taille moyenne sont les cellules mononucléaires et les petites cellules

correspondent aux plaquettes.

» Compter les cellules (pour les cellules placées sur les limites des carrés, ne compter que

celles présentes 2 c6tés sur 4).

Le nombre de cellules est déterminé par la formule suivante :

Nombre de cellulessimL = nombre de cellules comptée§x 2 @hcteur de dilution du bleu Trypan)
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Fiches Techniques
Fiche 19

Puces a protéines pour surnageants de culture cellulaire

(RayBio Human Cytokine Array ; RayBiotech,Inc.)

» Placer la membrane dans le support 8 puits (la marque "-" sur la membrane indique la
face ou les anticorps sont immunoabsorbés. Placer la marque vers le haut.)

» Diluer 1mL de 2X Blocking Buffer dans 1mL H20O distillée. Recouvrir la membrane.

e Incuber 30 min a température ambiante sous agitation |égere.

» Remplacer le Blocking Buffer par 1mL de I'’échantillon a doser.

* Incubation 1H40 a température ambiante sous agitation lente.

» Retirer les échantillons par aspiration a I'aide d’une micropipette.

* Diluer 900u! de Wash Buffer | dans 17,1mL H20 distillée.

* Diluer 600ul de Wash Buffer 1l dans 11,4mL H20 distillée.

* Faire 3 lavages de 5 min sous agitation avec 2mL de Wash Buffer I.

» Faire 2 lavages de 5 min sous agitation avec 2mL de Wash Buffer II.

e Préparer la solution d’anticorps primaires en mélangeant 4ul d’'anticorps anti-cytokines
dans 498l de 2X Blocking Buffer + 498ul H20 distillée. Recouvrir la membrane.

* Incuber 1H30 a température ambiante sous agitation Iégere.

» Retirer la solution d’anticorps.

* Faire 3 lavages de 5 min sous agitation avec 2mL de Wash Buffer I.

» Faire 2 lavages de 5 min sous agitation avec 2mL de Wash Bulffer II.

e Préparer la solution d'anticorps secondaires en mélangeant 2ul d'anticorps
"HRP-conjugated streptavidin" dans 999ul de 2X Blocking Buffer + 999ul H20 distillée.

* Incuber 1H a température ambiante sous agitation légere.

* Faire 3 lavages de 5 min sous agitation avec 2mL de Wash Buffer I.

» Faire 2 lavages de 5 min sous agitation avec 2mL de Wash Bulffer II.

* Préparer la solution de révélation en mélangeant 500ul de 1X Detection Buffer C et
500ul de 1X Detection Buffer D. Recouvrir la membrane.

e Incubation 5min a température ambiante sous agitation légére.

» Placer la membrane entre 2 feuilles de papier Wathman et presser |légerement pour retirer
'excés de liquide.

» Placer la membrane dans la cassette de développement photo, face "-" vers le haut sur un
morceau de Saran scotché a la cassette.

* Recouvrir la membrane avec un morceau de Saran et le scotcher. Attention aux bulles !!!

En chambre noire :

* Poser un film photo sur la membrane.

* A l'aide d'un stylo, marquer les 4 coins de la membrane sur le film photo.

* Fermer la cassette de développement et laisser 1,2 ou 5 minutes de contact.

* Placer le film photo dans le révélateur en agitant le film a I'aide d’'une pince jusqu’a ce
gue la ou les bandes d’intérét commencent a apparaitre.

» Passer ensuite le film dans de I'eau distillée puis dans le fixateur. Laisser la membrane
guelgues instants dans le fixateur afin de retirer le bruit de fond.

* Placer ensuite les films dans I'eau pour retirer le surplus de fixateur.

» Faire sécher les films.
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Fiche 20

Amplification de ’'ADN par PCR

» Décongeler les tubes de Tampon PCR 10X, de Mgiel dNTP, d’amorces et d’'H20
ultrapure et les disposer dans la glace.

» Sortir les ADNc a tester du congélateur a -20°C.

» Les vortexer quelques secondes.

Sous la hotte :

* Préparer un nombre de tubes PCR de 0,2mL correspondant a celui des échantillons a
tester.

* Préparer le pool PCR pour n+1 échantillons avec pour 1 échantillon :

Tampon PCR 10% 5uL
MgCl, 25mM 2,2uL
Amorce 3’ anti-sens 10uM lpuL
Amorce 5’ sens 10uM 1pL
dNTP 25mM 0,5uL
Taq Polymérase 5U/u® 0,4pL
H20 ultrapure gsp 50uL

N.B : ajouter la Taq Polymérase en dernier dans le pool.

* Vortexer.

» Déposer dans chaque tube PCR : 49uL du pool puis 1uL d’ADNc.
» Vortexer les tubes et les placer dans le I-Cycler (BioRad).

* Lancer le programme PCR désiré.

Amorces utilisées :

Genes | Sens Séquence Température | Nombre
ciblés d’hybridation | de cycles
(N)
VEGF | antisens 5 CCATGAACT TTC TGC TGT CTT 3’
et sens 5 TCG ATC GTT CTG TAT CAG TCT 3’ 56T 30
VEGF;5;
antisens 5 GGG ATC TCG CTC CTG GAA GA 3’
GAPDH sens 5 TGG GGA AGG TGA AGG TCG GA 3’ 60T 30
VEGF antisens | 5 CAC ACA GGA TGG CTT GAA GAT G 3' 58C 40
total sens 5' GGA GGG CAG AAT CAT CAC GAAG 3'
Gamma | antisens 5' AGG AAG GAA GGC TGG AAC3' 54T 30
actine sens 5' GCC AAC AGA GAG AAG ATG AC 3
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Fiches Techniques
Fiche 20

Programmes PCR :

Température Durée
Dénaturation initiale 94<C 5min
Dénaturation 94<C 1min
Hybridation Spécifique de chaque amorce  1min N cycles
Elongation 72 1min
Terminaison de la réaction 72C 10min

@ Tampon PCR 10X : 150mM Tris-HCI pH=8, 500mM KCI, 0,1% (v/v) Tween 20 (Eurogentec,
Seraing, Belgique)
@ Taq Polymérase : HotGoldstar™ (Eurogentec)
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Fiches Techniques
Fiche 21

Visualisation des produits PCR sur gel d’agarose

 Préparer 1L de TBE 1X & partir de la solution TBE 18X

e Pour un petit gel, verser 50mL de TBE 1X dans tube Falcon de 50mL prévu a cet effet
et transférer dans un erlen autoclavé (pour un grand gel, prévoir 140mL de TBE 1X).

* Peser 1g d'agarose (ou 2,8g pour un grand gel) que I'on ajoute dans l'erlen.

* Chauffer a 200-250°C pour faire fondre I'agarose en remuant de temps en temps.

» Sortir le bleu de dépdt ADN du —20°C ainsi que les produits PCR a tester. Les placer
dans la glace.

* Insérer le support dans la cuve puis le peigne.

* Dans l'erlen avec l'agarose fondu, ajouter 2uL de BET (solution mere a 10mg/mL)
pour 50mL d’agarose.

» Refroidir I'erlen sous I'eau et verser I'agarose dans la cuve. S’il y a des bulles, prendre
un cbne et les déplacer vers les bords du gel. (N.B : en cas de fortes chaleurs, il est
possible de mettre le gel a polymériser au froid).

» Vortexer les tubes d’échantillons.

» Lorsque le gel est polymérisé, retirer le peigne du gel et déposer le gel avec son
support dans la cuve contenant du TBE 1X.

« Dans un eppendorf, déposer 4pL du bleu de dépdt BB 20pL du produit PCR ou
4uL du marqueur de taill€.

» Déposer les échantillons dans les puits du gel.

* Migration a 70 volts (V) (jusqu’a 80V maxi pour un petit gel, 100V pour un grand gel)
jusqu’a visualisation des bandes désirées.

» Les bandes sont observées par passage du gel sous lampe UV.

) Tampon TBE 10X : 890mM Tris-borate, 20mM EDTA (pH8)
@ Bleu de dépdt ADN 6X : 0,25% bleu de bromophénol, 0,25% xyléne cyanol, 30% glycérol,
gsp H20 DEPC.

) Marqueur de taille : Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas)
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Fiche 22

Culture cellulaire de la lignée THP-1

Congélation des cellules THP-1

Le milieu de congélation utilisé est le suivant : SVF 90%, DMSO 10% stérile et filtré
0.22uM.

Placer les ampoules et le milieu de congélation dans la glace.

A partir des cellules en cultures, effectuer une numération cellulaire puis les répartir
en plusieurs ampoules de congélation pour avoir envirori ¢elldles par mL.

Centrifuger pendant 10min a 1500tr/min au froid, puis retirer le surnageant afin
d’obtenir un culot sec.

Reprendre les cellules dans 1,5mL maximum de milieu de congélation.

Congéler a -80°C si les cellules doivent étre utilisées dans les 6 mois, sinon conserver
dans l'azote liquide.

Décongélation des cellules THP-1

La décongélation de I'ampoule conservée a -80°C contenant les cellules doit se faire
trés rapidement en s’aidant d’eau chaude.

Des gque les cellules sont décongelées, nettoyer I'extérieur de 'ampoule a I'alcool et
transférer les cellules dans 10mL de milieu de culture RPMI-1640.

Centrifuger pendant 10min a 1500tr/min a 20°C SANS frein.

Retirer le maximum de surnageant.

Reprendre le culot dans le milieu de culture complet.

Mise en culture des cellules THP-1

Filtrer toutes les solutions (0,2®1) avant de les ajouter au RPMI-1640
Milieu de culture THP-1 : a ajouter dans le RPMI-1640 sans glutamine :

10% SVF (Eurobio) décomplémenté par chauffage a 56°C pendant 30min.
1mM Pyruvate de sodium (Cambrex)
2mM L-Glutamine

50U/mL Pénicilline

50U/mL Streptomycine

10mM Hepes (Sigma)

Acides aminés non essentiels MEM (Invitrogen Corporation)

Ensemencer les cellules a une densité d’environ 500000 cellules/mL de milieu de
culture.
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