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RÉSUMÉ 

Les cellules peuvent initier leur propre mort par nécrose afin d’éliminer les infections virales. La 

pyroptose est un tel mode de mort, régulée par la formation de l’inflammasome, menant à 

l’activation de la caspase-1 et à la formation de pores nécrotiques. Mal régulée, la pyroptose peut 

entraîner des séquelles pathologiques. Ainsi, par des approches de génomique fonctionnelle à 

haut débit et d’analyse RNAseq, nous avons découvert que l’assemblage de l’inflammasome 

après une infection virale est régi par plusieurs protéines mitochondriales, dont la 

sulfurtransférase MPST, qui génère du sulfure d’hydrogène (H2S) mitochondrial. L’inhibition de 

son activité catalytique entraîne une augmentation de la pyroptose suite à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3. Nous avons également étudié les effets d’un donneur de H2S ciblé à la 

mitochondrie (appelé AP39) sur la fonction de l’inflammasome dans les macrophages. AP39 

exerce des effets inhibiteurs dose-dépendants sur l'activité des inflammasomes ASC-

dépendants, une viabilité cellulaire accrue, une activité catalytique réduite de la caspase-1 ainsi 

qu’une diminution du clivage de la protéine gasdermine D. Sur la base de ces résultats, la protéine 

MPST, via sa production d’H2S mitochondrial, est proposé comme un régulateur négatif de la 

pyroptose médiée par les inflammasomes ASC-dépendants. 

 

Mots-clés : Macrophages ; inflammasome ; pyroptose ; caspase-1 ; gasdermine D ; MPST ; 

sulfure d’hydrogène ; mitochondrie
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ABSTRACT 

Cells can initiate their death through necrosis to eliminate viral infections. Pyroptosis is one such 

mode of death, regulated by the formation of the inflammasome, leading to the activation of 

caspase-1 and the formation of necrotic pores. Poorly regulated, pyroptosis can lead to 

pathological sequelae. Thus, through high throughput functional genomics and RNAseq analysis 

approaches, we have discovered that inflammasome assembly after viral infection is governed 

by several mitochondrial proteins, including the sulfurtransferase MSPT, which generates 

mitochondrial hydrogen sulfide (H2S). Inhibition of its catalytic activity results in increased 

pyroptosis following activation of the NLRP3 inflammasome. We also investigated the effects of 

a mitochondrial-targeted H2S donor (called AP39) on inflammasome function in macrophages. 

AP39 exerts dose-dependant inhibitory effects on ASC-dependent inflammasomes activity, 

increased cell viability, reduced caspase-1 catalytic activity as well as decreased cleavage of 

gasdermin D protein. Based on these results, the MPST protein, via its mitochondrial H2S 

production, is proposed as a negative regulator of pyroptosis mediated by ASC-dependent 

inflammasomes. 

 

Keywords : Macrophages; inflammasome; pyroptosis; caspase-1; gasdermin D; MPST; hydrogen 

sulfur; mitochondria
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1 INTRODUCTION 

1.1 Réponse immunitaire innée lors d’infection virale respiratoire 

Les infections respiratoires sont au cœur des préoccupations de la santé de la population 

mondiale. Celles-ci représentent la 4e cause de mort au niveau mondiale et sont la maladie 

transmissible la plus mortelle (WHO, 2021). Ces infections peuvent être causées par des bactéries 

et des virus. Les virus sont les principaux agents infectieux des voies respiratoires supérieures, 

alors que les bactéries et les virus causent l’infection des voies inférieures (Jain et al., 2001). En 

autre, les rhinovirus humains (RVs), les coronavirus, les parainfluenza et les adénovirus sont ceux 

causant la majeure partie des infections chez l’humain (Boncristiani et al., 2009). 

Une infection des voies respiratoires par ces virus peut mener à de faibles symptômes, 

comme une toux, le nez qui coule et de la fièvre. Toutefois, certains virus, par exemple le virus 

Influenza, ont la capacité de causer des dommages respiratoires plus graves nécessitant une 

hospitalisation et peuvent même mener à la mort, même chez des individus en santé (Peteranderl 

et al., 2016). Nous pouvons observer ce phénomène avec la récente pandémie causée par le 

coronavirus SARS-CoV-2. Ceci met donc en évidence l’importance de l’immunité face aux virus 

ciblant les voies respiratoires. Notre système immunitaire innée, spécifiquement au niveau 

pulmonaire, nous permet de se protéger contre ces diverses infections en agissant comme une 

barrière dynamique. En effet, les poumons sont généralement mieux connus comme l’organe 

primaire pour effectuer les échanges de gaz avec l’environnement externe, mais ils jouent 

néanmoins un rôle d’organe immunitaire significatif, puisqu’ils sont la première ligne de défense 

contre les pathogènes respiratoires. Ils contiennent des cellules du système immunitaire innée et 

adaptatif, leur permettant d’induire une réponse immunitaire appropriée aux infections (Kumar, 

2020). Cette fonction dans l’immunité est cruciale puisque les poumons sont l’organe cible de 

plusieurs pathogènes dû à leur contact direct avec le milieu extérieur.  

Les poumons peuvent être séparés en deux compartiments qui peuvent interagir ensemble. 

Il y a les voies respiratoires supérieures, servant de muqueuse, et les voies respiratoires 

périphériques. Il existe plusieurs types de cellules immunitaires situées dans les poumons. La 

majorité des macrophages dit résident aux poumons sont des macrophages alvéolaires (AMs, 

alveolar macrophages) et se retrouvent dans l’espace alvéolaire (Rubins, 2003). Les macrophages 

interstitiels (IMs, interstitial macrophages) sont une plus petite population qui réside dans le 

parenchyme pulmonaire (Bowden & Adamson, 1972; Guilliams et al., 2013). Les macrophages 

alvéolaires participent généralement aux voies anti-inflammatoires. Puisqu’ils se retrouvent dans 
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le lumen alvéolaire, ils sont constamment exposés à des stimulants. En absence d’inflammation, 

les AMs jouent un rôle dans le maintien de l’homéostasie des autres types de cellules alvéolaires, 

comme les cellules épithéliales alvéolaires (AECs), les cellules dendritiques (DCs, dendritic cells) 

et les cellules T. Les AMs peuvent réguler ses cellules en produisant des molécules anti-

inflammatoires comme le facteur de croissance transformant β (TGF-β, transforming growth factor 

β) (Lambrecht, 2017). En cas d’inflammation, les AMs vont sécréter des cytokines et chimiokines, 

incluant l’interleukin-6 (IL-6), le facteur de nécrose tumorale-α (TNF-α, tumor necrosis factor α), la 

protéine chimiotactique des monocytes 1 (MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1), le ligand 

de chimiokine 5 (RANTES) et le facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF, 

granulocyte-colony stimulating factor), permettant le recrutement d’autres cellules immunitaires 

inflammatoires au site de l'infection (Dubourdeau et al., 2006; Gersuk et al., 2006). Les AMs 

peuvent également limiter la réponse immunitaire lors de plusieurs infections pulmonaires (Soroosh 

et al., 2013). Ils peuvent, entre autres, inhiber l’activation de la kinase Janus (JAK) par la sécrétion 

des protéines supprimant la signalisation de cytokines (SOCS, suppressor of cytokine signalling) 1 

et 3 (Bourdonnay et al., 2015). Les AMs ont aussi un rôle important dans les réparations des dégâts 

tissulaires causés par l’infection (Landsman & Jung, 2007). 

Les macrophages interstitiels (IMs), quant à eux, se retrouvent dans le parenchyme des 

poumons. Il existe plusieurs sous-population de macrophages interstitiels et se différencient selon 

leur localisation, leur fonction et leur longévité. En autres, il y a les IMs exprimant le récepteur 

mannose CD206 (CD206+) qui sont péribronchiques et sont impliqués dans l’immunorégulation et 

la cicatrisation. Il y a également les IMs CD206- impliqués dans la présentation d’antigène et sont 

associés avec l’interstitium alvéolaire (Schyns et al., 2019). Les IMs sont important dans la 

régulation de la réponse immunitaire dans le poumon et sont impliqué dans la sécrétion de 

cytokines immunorégulatrices (Bedoret et al., 2009; Hoppstädter et al., 2010; Kawano et al., 2016; 

Wizemann & Laskin, 1994). En effet, les IMs expriment l’IL-10 après l’exposition à un stimuli, 

comme le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries. Les IMs sont également capable de phagocyter 

des petites particules et cette capacité phagocytaire est augmentée à la suite de l’exposition au 

lipopolysaccharide, ainsi que leur chimiotaxie et leur production d’espèces réactives d’oxygène 

(ROS, reactive oxygen species) (Bedoret et al., 2009; Wizemann & Laskin, 1994). Les IMs jouent 

un rôle potentiel dans la présentation d’antigène, suggéré par l’expression du complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe II (CMH-II) chez la souris et les antigènes des leucocytes humains 

(HLA-DR, human leukocyte antigen- DR isotype) chez l’humain (Chakarov et al., 2019; Hoppstädter 

et al., 2010). Les IMs semblent pouvoir mieux présenter les antigènes que les AMs et peuvent 

diriger la prolifération des cellules T et la différentiation des cellules T régulatrices (Chakarov et al., 
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2019). Les macrophages possèdent 2 profils selon l’état inflammatoire cellulaire. Les macrophages 

M1 sont catégorisés comme pro-inflammatoire et génèrent des cytokines comme TNF-α et l’IL-1β. 

Les macrophages de type M2, quant à eux, sont plutôt anti-inflammatoire et sécrètent de l’IL-10 

(Gordon & Taylor, 2005; Martinez et al., 2008). 

Un type cellulaire important faisant partie de la réponse immunitaire innée et retrouvé au 

niveau des poumons est les AECs. Celles-ci sont catégorisées en type I, impliquées dans les 

échanges gazeux et pouvant reconnaître les pathogènes, et en type II, aussi appelées 

pneumocytes de type II. Les AECs servent de barrière mécanique protectrice contre les 

pathogènes qui sont inhalés. Les AECs de type II sécrètent des enzymes de réparation, dont la 

fibrinogène, de manière basolatérale, ce qui leur permet de répondre au changement dans la 

pression osmotique de la cellule très rapidement et de sentir les toxines formant des pores 

sécrétées par les bactéries pathogéniques (Guadiz et al., 1997). Le fibrinogène sécrété aide donc 

dans la réponse cellulaire en réponse au dommage inflammatoire (Simpson Haidaris, 1997). Les 

AECs servent aussi de régulateurs dans la génération de la réponse immunitaire primaire contre 

les pathogènes via le relâchement de médiateurs variés, dont des cytokines, et interagissent 

directement avec les autres cellules immunitaires, comme les macrophages, neutrophiles et 

cellules dendritiques (Vlahakis et al., 1999). Ainsi, les AECs sont un type cellulaire très important 

pour la réponse immunitaire à la suite d’une infection pulmonaire.  

Le système immunitaire inné sert donc de première ligne de défense contre des pathogènes 

via la reconnaissance des motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs), soit des motifs 

microbiens conservés (Janeway, 1989). De plus, les cellules immunitaires innées reconnaissent 

les motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs) générés durant les étapes initiales de 

l’état pro-inflammatoire (Matzinger, 1994). La réponse immunitaire innée envers les virus requiert 

donc une détection précoce des PAMPs et DAMPs ainsi qu’une activation efficace de la réponse 

antivirale afin de bien contrôler l’infection. La reconnaissance des PAMPs et DAMPs implique 

plusieurs récepteurs de reconnaissance de motif (PRRs, pattern recognition receptors), incluant 

les récepteurs de type Toll (TLRs, Toll-like receptors) et les multiples récepteurs de reconnaissance 

de forme codés dans la lignée germinale comme les récepteurs de type NOD (NLRs, nucleotide-

binding and oligomerization domain(NOD)-like receptors), les récepteurs de type RIG-I (RLRs, 

retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)-like receptors), les récepteurs lectines de type C (CLRs, C-

type lectin receptors) et plusieurs senseurs d’ADN intracellulaire comme la voie de signalisation 

cGAS-STING (cyclic GMP-AMP synthase(cGAS)-stimulator of interferon genes(STING)) et les 

récepteurs de type AIM2 (ALRs, absent in melanoma 2 (AIM2)-like receptors) (Bawadekar et al., 
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2015; Inohara et al., 1999; Lai et al., 2020; Poltorak et al., 1998; Wu et al., 2013; Yoneyama et al., 

2004). 

Ces récepteurs permettent de détecter un vaste ensemble de ligand. Les TLRs sont 

impliqués dans la reconnaissance des virus à ARN au niveau de la surface cellulaire et des 

endosomes. Les NLRs, quant à eux, sont un système cytosolique permettant de reconnaître 

plusieurs PAMPs et DAMPs intracellulaires. Pour ce qui est des RLRs, ceux-ci détectent l’ARN viral 

simple brin, l’ARN double brin ou l’ARN contenant un 5’-triphosphate (Hornung et al., 2006).  Les 

deux bien connus sont RIG-I et la facteur MDA-5 (melanoma differentiation-associated protein 5) 

et ils détectent différents groupes de virus ARN. MDA-5 peut détecter les picornavirus, tandis que 

RIG-I détecte les virus ARN à simple brin négatif, comme RSV et Influenza (Kato et al., 2006). Les 

CLRs sont retrouvé à la fois dans l’état soluble et transmembranaire et ils peuvent reconnaître le 

mannose, le fucose et les structures glucanes carbohydrate, permettant de reconnaître les virus, 

les champignons et les mycobactéries. La voie de signalisation cGAS-STING permet quant à elle 

la reconnaissance de l’ADN et les ALRs reconnaissent l’ADN cytosolique et sont impliqué dans la 

modulation de la réponse interféron de type I et les voies des inflammasomes (Gray et al., 2016). 

L’activation de ces PRRs enclenchent plusieurs cascades de signalisation, qui peuvent être 

catégorisées en 2 familles de facteurs de transcription; le facteur nucléaire kappa B (NF-κB) et le 

facteur régulateur d’interféron (IRF). Ces facteurs de transcription sont relocalisés au noyau une 

fois activés, où ils augmentent les voies pro-inflammatoire et antivirales, générant différentes 

cytokines, chimiokines, interférons (IFNs) et d’autres molécules (Liu et al., 2017a). NF-κB est un 

facteur de transcription pouvant être activé par plusieurs centaines de stimuli et peut induire la 

transcription d’autant de gènes. En effet, NF-κB régule l’expression de cytokines inflammatoires, 

de chimiokines, d’immunorécepteurs et de molécules d’adhésion. En autres, il module l’expression 

de l’IFN-γ et de l’IL-1β (Hiscott et al., 1993; Sica et al., 1997). Ceci en fait donc un médiateur central 

dans la réponse immunitaire. Le système interféron est essentiel pour l’immunité contre la plupart 

des virus. Les IFNs sont séparés en trois groupes. Les réponses antivirales innées sont 

principalement médiées par les interférons de type I (IFN-α, IFN-β) et de type III (IFN-λ1, IFN-λ2, 

IFN-λ3), alors que l’interféron de type II (IFN-γ) module la réponse immunitaire innée et adaptative 

(Bogdan et al., 2000; Dıáz et al., 1994; Farrar & Schreiber, 1993; Kotenko et al., 2003). Les IFNs 

génèrent une réponse via l’induction de plusieurs gènes appelés ISGs.  

La caspase-1 est l’une des protéines inflammatoires modulée par ces facteurs et joue un rôle 

crucial dans la protection des voies respiratoires lors d’infection virale. En effet, la protéase 

caspase-1 est impliquée dans l’immunité innée et dans plusieurs maladies inflammatoires, où celle-

ci permet d’activer les cytokines inflammatoires pro-IL-1β et pro-IL-18 (Dinarello, 1998). Son 
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activation permet de générer une protection de la barrière endothélial des poumons lors d’infection 

virale, où celle-ci agit comme sentinelle (Alvarez et al., 2016). L’activation des membres de la 

famille IL-1 par la caspase-1 est une étape importante dans la réponse immunitaire inflammatoire. 

En effet, les cytokines de la famille de l’interleukine-1 représentes la majeure partie de celles 

associées à l’immunité innée et à l’inflammation. L’interleukine-1 induit l’expression de molécules 

d’adhésion sur les cellules mésenchymateuses et endothéliales, ce qui enclenche l’infiltration de 

cellules inflammatoires et immunitaires. De plus, IL-1 permet d’induire entre autres la fièvre et la 

vasodilatation (Fantuzzi et al., 1997). De cette famille, l’IL-1β est la plus étudiée, dû à son 

implication dans plusieurs maladies auto-inflammatoires (Dinarello, 2011).  

1.2 Inflammasome : canonique versus non-canonique 

La réponse immunitaire innée à la suite d’une infection peut ainsi être très variée. L’une des 

voies activées importante dans les macrophages est celle de l’inflammasome, un complexe 

multiprotéique intracellulaire. Les voies JNK, MAP kinases et NF- κB, enclenchées par la 

reconnaissance des PAMPs et DAMPs, permettent l’assemblage de l’inflammasome et son 

activation (Broz & Dixit, 2016). Ce complexe protéique a été décrit pour la première fois en 2002 

par Martinon et al., comme une plateforme moléculaire intracellulaire qui peut recruter, dimériser 

et activer la protéase pro-inflammatoire caspase-1 (Martinon et al., 2002).  

L’inflammasome est donc un complexe permettant l’activation spécifique des caspases 

inflammatoires. Celles-ci, contrairement aux caspases apoptotiques, sont des enzymes 

synthétisées sous forme de zymogènes latents contenant un domaine d’activation et de 

recrutement des caspases (CARD). Elles sont formées de grandes et petites sous-unités et 

l’oligomérisation est nécessaire pour leur activation. Les caspases inflammatoires retrouvées chez 

l’humain sont la caspase-1, -4, et -5 (Martinon et al., 2002).  

Ainsi, cette voie est une réponse précoce de la voie de l’immunité innée, initiant la 

production de cytokines inflammatoires et le recrutement de cellules effectrices au site de 

l’infection. L’inflammasome est retrouvé au niveau du cytoplasme et peut être activé par divers 

stimuli qui sont détectés par divers types de senseur. En effet, les inflammasomes sont classés 

selon la protéine PRR servant de senseur moléculaire. Les mieux connus à ce jour sont les 

senseurs appartenant à la famille des NLRs, soit NLRP1, NLRP3 et NLRC4, ainsi qu’à la famille 

des ALRs, soit AIM2. D’autres membres de la famille des NLRs, comme NLRP2, NLRP6, NLRP7 

et NLRP12, et le membre de la famille des ALRs IFI16 sont également aptes à former des 

inflammasomes (Elinav et al., 2011; Kerur et al., 2011; Khare et al., 2012; Vladimer et al., 2012). 

Dans certains cas, l’inflammasome est également constitué d’un adapteur appelé protéine 
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adaptatrice de type spécule associée à l’apoptose contenant un domaine de recrutement de 

caspase (ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain). 

En effet, après son assemblage, le complexe formé par le récepteur peut recruter l’adaptateur ASC. 

Ce recrutement de ASC au récepteur mène à l’oligomérisation de ASC en un agrégat 

macromoléculaire connu sous le nom d’oligomère de ASC (Figure 1.2). La formation de 

l’inflammasome via l’oligomérisation mène ensuite à une plateforme permettant le recrutement et 

l’activation de la protéase caspase-1, qui médie par la suite des événements pro-inflammatoires 

(Mariathasan & Monack, 2007). 

 

 

Figure 1.2 Activation et formation de l’inflammasome canonique 

La formation de l’inflammasome canonique s’effectue en plusieurs étapes. Dans un premier temps, (1) un stimuli 
active le senseur, (2) permettant son oligomérisation. Ce dernier peut recruter par la suite (3) la protéine 
adaptatrice ASC, dépendamment du senseur, qui (4) s’oligomérise, formant le complexe de l’inflammasome actif. 
Une fois formé, ce complexe peut ensuite (5) recruter et activer la caspase-1. Créée avec BioRender. 

 

Les interactions du récepteur avec ASC et la pro-caspase-1 se font via des interactions 

homotypiques PYD-PYD et CARD-CARD, respectivement. En effet, les senseurs possèdent un 

domaine pyrine (PYD) qui lie ce même domaine retrouvé dans la protéine ASC (Davis et al., 2011). 

De même, ASC possède un domaine CARD qui lie le domaine CARD de la pro-caspase-1. 

Cependant, certains récepteurs possèdent un domaine CARD, permettant à ceux-ci de directement 

recruter la pro-caspase-1, sans la nécessité de la protéine ASC (Zhang et al., 2015).  

 

1.2.1 Les senseurs de l’inflammasome. 

NLRP1 est le premier senseur découvert ayant la capacité d’activer le complexe protéique 

de l’inflammasome (Martinon et al., 2002). Ce senseur est formé d’un domaine pyrine (PYD) en 

position amino-terminale, d’un domaine NACHT, d’un domain LRR, d’un domaine function-to-find 

FIIND et d’un domaine CARD en position carboxy-terminale (Figure 1.2.1). La fonction générale du 

domaine pyrine dans la formation de l’inflammasome est le recrutement de la protéine ASC 
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(Vajjhala et al., 2012). Chez la souris, ce senseur peut toutefois former l’inflammasome de manière 

indépendante de la protéine ASC, puisqu’il possède un domaine CARD, liant directement la pro-

caspase. Toutefois, la forme humaine est dépendante de la protéine ASC et ne peut lier 

directement la caspase-1, même si celle-ci possède également un domaine CARD (Ball et al., 

2020). Le domaine NACHT permet la liaison et l’oligomérisation de nucléotides et le domaine LRR 

est impliqué dans la reconnaissance des ligands. Le domaine FIIND, quant à lui, s’auto-clive, 

permettant la génération de 2 polypeptides nommés NBD-LRR-ZU5 et UPA-CARD. Ce clivage est 

nécessaire pour rendre actif l’inflammasome NLRP1 (Finger et al., 2012). En effet, le clivage permet 

à la partie N-terminale de NLRP1 d’être dégradé par le protéasome, l’un des mécanismes proposés 

par lequel NLRP1 s’active. Ce clivage de FIIND empêche le protéasome de dégrader le domaine 

CARD et permet de relâcher le segment C-terminal UPA-CARD (Chui et al., 2019; Frew et al., 

2012). Ce modèle d’activation par le protéasome est référé à la dégradation fonctionnelle et permet 

d’expliquer la sensibilité de NLRP1 aux inhibiteurs de protéasome. Le segment UPA-CARD, une 

fois libéré du segment N-terminal, peut ensuite s’assembler et former la plateforme pour le 

recrutement de la caspase-1 (Sandstrom et al., 2019). Il a également été démontré que NLRP1 

peut être activé par diverses protéases virales, où la fonction enzymatique de celles-ci permet le 

clivage du senseur en N-terminal (Tsu et al., 2021).  

 

 

Figure 1.2.1 Structure de senseurs pouvant former l’inflammasome et leur liaison avec la protéine 
adaptatrice ASC 

Différents senseurs pouvant former l’inflammasome et leur dépendance à la protéine adaptatrice ASC. A-C) Les 
senseurs NLRP1, NLRP3 et AIM2 sont dépendants de ASC et s’y lie via leur domaine pyrine. D) Le senseur 
NLRC4 peut former l’inflammasome de manière indépendante, mais peut également lier ASC via son domaine 
CARD. E) Le senseur CARD8 forme l’inflammasome de manière indépendante de la protéine ASC. Créée avec 
BioRender.  
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NLRP1 peut être aussi activé par des facteurs bactériens léthaux, dont la toxine Bacillys 

anthracis et le dipeptide muramyl (Boyden & Dietrich, 2006; Faustin et al., 2009). La toxine léthale 

anthrax est un facteur de virulence important de Bacillus anthracis. Cette toxine contient un 

antigène protecteur (PA) et un facteur léthal (LF). PA se lie à un récepteur à la surface des cellules 

et s’oligomérise pour former un pore membranaire où LF va entrer dans le cytoplasme. La toxine a 

été démontré capable d’induire la pyroptose, un type de mort cellulaire programmée (Fink et al., 

2008). De plus, l’activité protéase de LF est importante pour l’activation de NLRP1B, l’un des 

senseurs NLRP1 chez la souris, impliquant que la liaison du ligand au senseur n’est pas suffisante 

pour activer l’inflammasome (Klimpel et al., 1994). Le muramyl dipeptide est un fragment de 

peptidoglycane bactérien permettant d’induire la liaison de l’ATP ainsi que l’oligomérisation et 

l’activation de l’inflammasome NLRP1 (Faustin et al., 2007). En effet, ce dipeptide permet l’échange 

de l’ADP pour ATP, menant à l’activation de NLRP1. Ce senseur est également activé par plusieurs 

picornavirus, des virus impliqués dans des maladies comme la polio, l’hépatite A et le rhume (Tsu 

et al., 2021). Ce senseur peut être inhiber par les protéines Bcl-2 et Bcl-XL, toutes 2 impliquées 

dans l’apoptose. En effet, elles permettent de réguler négativement NLRP1, de manière 

dépendante du domaine LRR, et ce, indépendamment de leur rôle dans l’apoptose (Bruey et al., 

2007). 

 CARD8 est un senseur similaire à NLRP1. Celui-ci est composé cependant de seulement 

un domain FIIND et d’un domaine CARD. Ce senseur n’interagit pas avec la protéine ASC pour 

former l’inflammasome (Figure 1.2.1). En effet, CARD8 peut directement lier la caspase-1 et mener 

à son activation (Gong et al., 2021). Ce senseur est important pour induire la pyroptose dans les 

monocytes humains THP-1 qui sont stimulés avec le composé Val-boroPro (Johnson et al., 2018). 

Ce composé pharmacologique, aussi sous le nom de talabostat, est une petite molécule inhibitrice 

de protéases pouvant inhiber les dipeptidyl peptidases DPP4, DPP7, DPP8 et DPP9. Le talabostat 

active la voie CARD8 dans les monocytes humains THP-1, mais peut également activer 

l’inflammasome NLRP1 dans d’autres modèles cellulaires. Son effet a été démontré in vivo dans 

un modèle de souris, où le traitement avec Val-boroPro induit la production de cytokines et mène 

à la mort des macrophages en culture (Okondo et al., 2017). L’inhibition des DPP8/9 par ce 

composé a été démontré comme la source d’activation de la voie de ces inflammasomes. En effet, 

DPP9 se lie à ces senseurs, empêchant leur activation. Le traitement par Val-boroPro inhibe cette 

liaison inhibitrice (Zhong et al., 2018a).  

L’inflammasome NLRP3 est celui le mieux décrit. NLRP3 est une protéine constituée d’un 

domaine pyrine en position amino-terminale (PYD), d’un domaine central NACHT ainsi que d’un 
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domaine riche en répétition leucine (LRR) en position carboxy-terminale (Figure 1.2.1). Le domaine 

NACHT possède une activité ATPase permettant l’auto-association de NLRP3 (Duncan et al., 

2007). Cette activité ATPase peut être moduler pharmacologiquement par l’inhibiteur MCC950 

(Coll et al., 2019). Le domaine PYD, quant à lui, permet à NLRP3 de lier la protéine adaptatrice 

ASC (Vajjhala et al., 2012). Ce senseur reconnaît divers stimuli, dont les cristaux, l’ATP 

extracellulaire, l’ADN mitochondrial oxydé, la production de ROS et de ROS mitochondrial 

(mtROS), les dysfonctions mitochondriales, la déstabilisation du lysosome et sa rupture, les 

fluctuations au niveau du calcium intracellulaire (Ca2+), les efflux de potassium (K+), les toxines 

formant des pores, les hybrides ARN-ADN ainsi que plusieurs virus, bactéries, champignons et 

protozoaires (Cassel & Sutterwala, 2010; Elliott & Sutterwala, 2015; Jo et al., 2016; Latz et al., 

2013; Mao et al., 2013; Zhou et al., 2020; Zhou et al., 2011). Ce qui pourrait expliquer le fait que 

ce senseur reconnait autant de stimuli différents est la proposition que ceux-ci agissent par un 

intermédiaire commun. Cet intermédiaire pourrait être la mitochondrie. En effet, les agents activant 

le senseur NLRP3 induisent des dommages mitochondriaux, causant la sécrétion de fragment 

d’ADN mitochondrial et la production de ROS. Ces derniers permettent entre autres l’oxydation de 

l’ADN mitochondrial (ox-mtDNA), le ligand proposé de ce senseur (Shimada et al., 2012). La 

synthèse et l’oxydation de l’ADN mitochondrial ne dépend toutefois pas des mtROS, comme une 

récente étude l’a démontrée (Xian et al., 2021). De plus, l’augmentation des ROS permet 

l’interaction entre le senseur NLRP3 et la protéine interagissant avec la thiorédoxine TXNIP, 

médiant l’activation de l’inflammasome (Zhou et al., 2010). Ce senseur, suite à son activation, est 

également relocalisé aux membranes du réticulum endoplasmique associées à la mitochondrie, 

permettant une proximité avec les ROS mitochondriaux (Zhou et al., 2011). 

L’activation de l’inflammasome NLRP3 se fait généralement en 2 étapes, soit l’amorçage et 

le déclenchement. L’amorçage est induit par un stimulus, comme des ligands de TLRs, de NLRs 

ou de récepteurs de cytokines, afin d’activer la transcription de NF-κB. Ce dernier permet 

l’augmentation de l’expression de NLRP3. NF-κB permet également l’augmentation de l’expression 

de la pro-IL-1β, une cytokine qui n’est pas exprimée de manière constitutive dans les macrophages. 

L’amorçage apporte également des modifications post-traductionnelles au senseur, comme 

l’ubiquitination ou la phosphorylation, permettant à celui-ci de former la conformation pour son auto-

oligomérisation et son interaction avec ASC (Shim & Lee, 2018). La caspase-8 et FADD, 2 

molécules impliquées dans l’apoptose, ont été démontrées étant requise pour l’induction de NLRP3 

durant l’étape d’amorçage, et ce, indépendamment de leur fonction dans l’apoptose (Gurung et al., 

2014). En effet, la caspase-8 interagit avec le complexe IKK (IκB kinase), permettant l’activation de 

la voie NF-κB (Lemmers et al., 2007). L’activation de la voie TLR4 lors de l’étape d’amorçage 
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permet l’activation du facteur de transcription IRF1, qui induit la synthèse d’ADN mitochondrial, un 

des signaux requis pour l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Zhong et al., 2018b). Cette 

première étape d’amorçage n’est toutefois pas indispensable pour l’activation de l’inflammasome. 

En effet, les monocytes humains primaires peuvent activer directement l’inflammasome NLRP3, 

mais de manière dépendante à l’efflux d’ions potassium et aux modifications post-traductionnelles 

comme la phosphorylation et l’ubiquitination (Gritsenko et al., 2020). Cependant, cette voie ne peut 

pas activer l’IL-1β. Le deuxième signal, soit le déclenchement, mène à la formation finale de 

l’inflammasome par la promotion de l’oligomérisation de NLRP3 et le recrutement de la protéine 

adaptatrice ASC et de la pro-caspase-1 (Elliott & Sutterwala, 2015; Man & Kanneganti, 2015). Cette 

étape peut être activée par divers stimuli, dont l’ATP, l’efflux de potassium (K+), de l’ARN provenant 

de pathogènes ainsi que des composés et toxines bactériennes (Lee et al., 2016; Mariathasan et 

al., 2006; Sha et al., 2014). La kinase NEK7 (NIMA-related kinase 7) a été démontrée essentielle 

dans l’activation de l’inflammasome NLRP3, où celle-ci peut lier directement NLRP3 et contrôler 

son oligomérisation, et ce, indépendamment de son activité kinase. Les divers stimulus de NLRP3 

promeut cette interaction de manière dépendante à l’efflux de potassium (He et al., 2016). Cet 

inflammasome est impliqué dans plusieurs pathogénèses, dont l’athérosclérose, l’ischémie 

myocardique, la cardiomyopathie, les accidents vasculaires cérébral ischémique, l’hypertension, 

l’obésité et le diabète (Alishahi et al., 2019; Birnbaum et al., 2019; Hong et al., 2019; Krishnan et 

al., 2019; Li et al., 2019; Parsamanesh et al., 2019; Salgarello et al., 2013; Takahashi, 2019; Wang 

et al., 2019a; Zhuang et al., 2019). Il est également activé par plusieurs infections virales, dont les 

virus Influenza A (IAV) et le virus du Nil occidental (WNV) (Allen et al., 2009; Ramos et al., 2012). 

NLRC4 est un autre senseur ayant la capacité de formé l’inflammasome. Celui-ci possède 

un domaine CARD en N-terminal, un domaine central NATCH et un domaine LRR en position C-

terminal (Figure 1.2.1). NLRC4 peut lier et activer directement la caspase-1 via son domaine CARD 

(Zhang et al., 2015). Toutefois, ce senseur peut également recruter ASC afin de former 

l’inflammasome. En effet, la présence de la protéine ASC dans l’inflammasome NLRC4 est corrélée 

à une augmentation de l’activité de la caspase-1 (Mariathasan et al., 2004). Cette interaction avec 

ASC semble être possible via les domines CARD, puisque ce senseur ne possède pas de domaine 

PYD. L’expression de ce senseur peut être stimulée par les voies pro-inflammatoires, dont TNF-α 

et p53, même si le niveau basal de NLRC4 est suffisant pour activer l’inflammasome (Gutierrez et 

al., 2004; Sadasivam et al., 2005). NLRC4 permet à divers types cellulaires, dont les macrophages, 

de répondre aux infections bactériennes, dont l’infection par Salmonella typhimurium (Mariathasan 

et al., 2004). En effet, la flagelline retrouvée dans le cytoplasme ainsi que la sous-unité rod et 

needle du système de sécrétion de type III bactérien (T3SS) de plusieurs bactéries à Gram négative 
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peuvent induire l’inflammasome NLRC4 (Franchi et al., 2006; Miao et al., 2010; Suzuki et al., 2014). 

Cet inflammasome est également important dans la reconnaissance et la protection contre les 

pathogènes entériques. En effet, il peut être activé non seulement par le pathogène Salmonella, 

mais aussi par les protéines needle du T3SS de Shigella flexneri et E. coli enterohemorrhagique, 

entre autres (Yang et al., 2013b). Il a également été démontré comme étant impliqué dans la 

protection des poumons contre les infections par Klebsiella pneumonia et Pseudomonas 

aeruginosa (Cai et al., 2012). Pour mener à l’activation de cet inflammasome, une étape 

supplémentaire est requise puisque NLRC4 ne peut pas directement lier les ligands. Ainsi, ce 

senseur utilise les protéines inhibitrices de l’apoptose de la famille NLR (NAIPs) comme récepteur 

direct afin de reconnaître les stimuli. Chez la souris, différentes protéines NAIPs peuvent lier 

différents ligands grâce à leur domaine NOD, promouvant la co-oligomérisation du NAIP lié au 

ligand avec NLRC4, menant au recrutement de ASC. En effet, NAIP5 reconnaît la flagelline et la 

lie, formant par la suite un complexe avec NLRC4. NAIP6 peut également servir de senseur pour 

la flagelline et NAIP2 et NAIP1 peuvent enclencher le même mécanisme grâce à la protéine rod et 

la protéine needle du T3SS, respectivement. Chez l’humain, il existe cependant qu’un seul NAIP 

et celui-ci active NLRC4 lors de sa liaison avec la protéine needle du T3SS (Rayamajhi et al., 2013; 

Zhao et al., 2011). Néanmoins, de récentes études ont démontré qu’il existe 2 isoformes de NAIP 

chez l’humain et que l’isoforme NAIP*, exprimé dans les macrophages humains primaires dérivés 

de monocytes, permet de répondre à la flagelline de Salmonella (Kortmann et al., 2015). Ainsi, la 

liaison du ligand change la structure des protéines NAIPs pour permettre à celles-ci d’interagir avec 

NLRC4 et d’induire son oligomérisation. De plus, la formation de l’inflammasome NLRC4 nécessite 

qu’une seule NAIP pour mener à l’activation et l’oligomérisation de plusieurs molécules NLRC4 

(Zhang et al., 2015). NLRC4 est également apte à recruter la caspase-8 à la suite de l’infection par 

Salmonella. Ce recrutement, qui nécessite la présence de ASC, permet l’activation de la caspase-

8, qui peut ensuite cliver la pro-IL-1β, imitant le rôle de la caspase-1 (Man et al., 2013). Ce rôle de 

la caspase-8 dans les voies des inflammasomes peut aussi être observé lors du signalement de 

l’inflammasome NLRP3 (Antonopoulos et al., 2015). 

Pour ce qui est de l’inflammasome AIM2, un senseur de l’ADN cytoplasmique, celui-ci 

possède un domaine HIN, permettant la reconnaissance de l’ADN, ainsi qu’un domaine PYD en N-

terminal, permettant le recrutement de la protéine ASC (Figure 1.2.1). AIM2 peut ainsi directement 

lier l’ADN cytoplasmique et le domaine HIN est suffisant pour cette interaction (Hornung et al., 

2009). Puisque AIM2 ne possède pas de domain NACHT permettant l’oligomérisation, cet 

inflammasome s’assemble différemment des autres décris plus haut. La liaison de l’ADN au domain 

HIN, via une poche hydrophobique, sur le squelette sucre-phosphate des 2 brins d’ADN, sert de 
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gabarit pour l’oligomérisation (Jin et al., 2012). Cette liaison permet le relâchement de l’interaction 

de PYD avec le domaine HIN, permettant l’interaction PYD-PYD avec ASC. L’expression de ce 

senseur peut être induit par les IFNs de type I (Brunette et al., 2012). Cet inflammasome, comme 

NLRP3, requiert un signal initial pro-inflammatoire qui promeut l’expression des composantes 

structurelles de la plateforme de l’inflammasome et de ses substrats. Cette étape d’amorçage est 

médiée par l’activation transcriptionnelle de AIM2 par les IFNs type I et l’IFN-γ (Strittmatter et al., 

2016). Ainsi, l’activation de l’inflammasome AIM2 est médiée par l’activation des IFNs, une réponse 

typique des infections virales. L’ADN double brin cytoplasmique, qu’il provienne de l’hôte lors de 

dommages cellulaires, d’une bactérie ou d’un virus, mène à l’activation de l’inflammasome AIM2 

(Muruve et al., 2008). En effet, l’ADN cytosolique peut enclencher le premier signal d’amorçage de 

AIM2 via cGAS-STING ainsi que le deuxième signal de déclenchement qui mène à l’assemblage 

de l’inflammasome. AIM2 est impliqué dans la reconnaissance des virus à ADN, dont le 

cytomégalovirus murin MCVM, le virus vaccinia, le papillomavirus humain et le virus Epstein-Barr 

(Rathinam et al., 2010; Reinholz et al., 2013; Torii et al., 2017). Cependant, les mécanismes 

permettant la libération de l’ADN viral et sa subséquente exposition à AIM2 dans le cytoplasme 

restent encore à être déterminé. L’infection par le virus Influenza A a également été démontré apte 

à activer la voie AIM2, où l’ADN endogène des tissus endommagés des poumons entraîne 

l’activation de cet inflammasome (Schattgen et al., 2016).   

Les inflammasomes mentionnés plus haut activent tous la voie de l’inflammasome 

canonique, dans laquelle la caspase-1 devient active et dirige la réponse pro-inflammatoire. 

Cependant, il existe également une voie de l’inflammasome non-canonique où les caspases 4 et 5 

(caspase 11 chez la souris) peuvent répondre directement aux stimuli sans la présence d’un 

senseur en aval. En effet, ces caspases peuvent reconnaître et lier le lipopolysaccharide bactérien 

via leurs domaines CARD, les rendant actives (Kayagaki et al., 2011; Shi et al., 2014). Cette voie 

ne mène toutefois pas au clivage des cytokines IL-1β et IL-18. Ces caspases clivent seulement la 

protéine gasdermine D, un autre substrat connu de la caspase-1. Toutefois, la caspase 8 peut 

également activer la voie non-canonique et celle-ci a été démontrée apte à cliver la pro-IL-1β et la 

protéine gasdermine D (Demarco et al., 2020; Maelfait et al., 2008). 

D’autres senseurs sont également connus pour former l’inflammasome. En autre, NLRP6 

participe dans la reconnaissance de l’ARN viral (Wang et al., 2015). NLRP9, quant à lui, permet de 

répondre aux infections par des rotavirus dans l’intestin (Zhu et al., 2017). Un autre senseur 

membre de la famille des ALRs, IFI16, peut réguler la production d’IFNs lors d’infection virales et 

bactériennes (Unterholzner et al., 2010). Ce senseur peut interagir avec la protéine ASC et est 



13 

requis pour l’activation de la caspase-1 dans les cellules infectées par le virus responsable du 

sarcome de Kaposi (KSHV) (Kerur et al., 2011). Il peut aussi reconnaître l’ADN viral du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH), entraînant la mort des cellules T CD4+ via une mort caspase-

1 dépendante (Monroe et al., 2014).  

1.3 Pyroptose : mort cellulaire programmée nécrotique 

À ce jour, il est connu que les cellules peuvent enclencher divers types de mort cellulaire. 

L’une d’elles est la pyroptose. Cette mort est induite par les caspases inflammatoires et son nom 

provient du mot grecque pyro, signifiant feu, et ptosis, pour tomber. La pyroptose est donc une mort 

cellulaire programmée inflammatoire. L’activation et la formation de l’inflammasome, qui active par 

la suite les caspases inflammatoires, mène à la mort pyroptotique. Cette mort est caractérisée par 

le gonflement de la cellule, la formation de pores membranaires et une éventuelle lyse, menant à 

la sécrétion du contenu cytoplasmique dans le milieu extracellulaire (Kesavardhana & Kanneganti, 

2017). Ce type de mort cellulaire est associé à des dommages mitochondriaux irréversibles et à 

l’accumulation de ROS. À la suite de l’activation de l’inflammasome, la caspase-1 est dimérisée et 

clivée, la rendant active. Cette protéase est retrouvée de base sous forme de monomère inactif 

(p45) qui forme par la suite un hétérodimère et est clivé, résultant à la formation de sous-unités 

p20 et p10. La sous-unité p20 est lié au domaine CARD, formant un fragment p35 (Broz et al., 

2010). Une fois activée, la caspase-1 peut ensuite cliver diverses protéines cibles grâce à son 

activité protéase. L’une de ces protéines cibles est la protéine gasdermine D (GSDMD), une 

protéine de 50 kDa. Ce clivage s’effectue au résidu Asp275 et génère 2 segments de gasdermine 

D, soit le segment N-terminal de 30 kDa et celui C-terminal. Le domaine C-terminal joue un rôle 

répresseur pour cette protéine. Ainsi, le clivage de gasdermine D par la caspase-1 permet de libérer 

le domaine N-terminal. Ce domaine va ensuite se translocaliser à la membrane plasmique de la 

cellule, où il va lier les phosphoinositides (Ding et al., 2016). Il va ensuite s’oligomériser afin de 

former des pores d’environ 20 nm de diamètre dans la membrane (Liu et al., 2016). Ces pores 

permettent la sortie d’une partie du contenu cellulaire, comme l’IL-1β et des ions, et si non régulés, 

la lyse cellulaire médiée par la protéine NINJ1 survient (Kayagaki et al., 2021). Gasdermine D est 

l’une des 6 protéines de la famille gasdermine chez l’humain et les autres membres ont également 

été démontré capable de former des pores causant la pyroptose après leur clivage (Kovacs & Miao, 

2017). Gasdermine D est ainsi une protéine importante dans l’induction de la pyroptose. 

Néanmoins, l’absence de celle-ci ne bloque pas totalement la mort pyroptotique. Une stimulation 

prolongée de la caspse-1 en absence de gasdermine D induit de la pyroptose, soulignant le fait 

que la caspase-1 possède d’autres substrats pro-pyroptotique (Kayagaki et al., 2015). De plus, 
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l’activation prolongée de la caspase-1 peut mener à une nécrose secondaire, puisque les cellules 

n’exprimant pas gasdermine D activent les caspases apoptotiques après la stimulation de 

l’inflammasome canonique (He et al., 2015). Ceci est consistant avec l’habilité des oligomères de 

ASC d’activer la caspase-8 en absence de la caspase-1 (Pierini et al., 2012). La pyroptose 

enclenchée par la caspase-1 est donc médiée par les inflammasomes canoniques. Toutefois, la 

pyroptose médié par GSDMD peut être activée indépendamment de la caspase-1, où les 

inflammasomes non canonique vont mener au clivage de gasdermine D (Figure 1.3). En effet, une 

étude a démontré que l’absence de gasdermine D chez la souris impacte la pyroptose lors de 

l’activation de l’inflammasome non canonique et de la caspase-11 (Kayagaki et al., 2015). 

 

 

 

Figure 1.3 Voie canonique et non canonique de la pyroptose 

Différence entre les voies de l’inflammasome canonique et non canonique. A) Voie canonique. Une fois activé, 
l’inflammasome canonique peut activer la caspase-1. Cette protéase peut ensuite cliver la protéine gasdermine 
D, libérant le fragment N-terminal. Celui-ci va ensuite s’oligomériser à la membrane plasmique, formant des 
pores permettant la sécrétion du contenu intracellulaire. La caspase-1 active peut également cliver et rendre 
active les cytokines IL-1β et IL-18, qui sont sécréter via les pores gasdermine D, activant les voies immunitaires 
pro-inflammatoires. B) Voie non canonique. Les caspases 4, 5 et 8 peuvent directement cliver la protéine 
gasdermine D, menant à la formation de pores pyroptotiques. La caspase 8 peut également activer la cytokine 
IL-1β. Créée avec BioRender. 
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L’activation de la caspase-1 par le complexe de l’inflammasome mène également au clivage 

et à l’activation de cytokines pro-inflammatoires, dont l’interleukine 1β (IL-1β) et l’interleukine 18 

(IL-18). La caspase-1 permet ainsi de rendre la pro-IL-1β et pro-IL-18 dans leur forme mature 

active. Le fragment p35 de la caspase-1 clive l’IL-1β au résidu Asp116, générant la forme mature 

p17 (Thornberry et al., 1992). La caspase-1 active clive également la pro-IL-18 après le résidu 

Asp36, générant la forme mature de 17,2 kDa (Ghayur et al., 1997). Ces cytokines engagent par 

la suite leur récepteur transmembranaire respectif et promeuvent l’inflammation en activant la voie 

MyD88-NF-κB (Adachi et al., 1998). Toutes deux n’ont pas de séquence signal et sont relâcher de 

manière indépendante du réticulum endoplasmique (RE) et du Golgi, ce qui est référé à une 

sécrétion non-conventionnelle. Certaines études suggèrent que la formation de pores cellulaires 

par la protéine gasdermine D serait la principale voie de sécrétion dans les macrophages, démontré 

par le fait que l’absence de cette protéine permet quand même un clivage normal de l’IL-1β, mais 

que celle-ci n’est pas excrétée dans le milieu extracellulaire dû à une absence des pores (He et al., 

2015). Le mécanisme peut toutefois varier selon le type cellulaire, comme les neutrophiles qui 

relâche l’IL-1β sans enclencher la pyroptose (Chen et al., 2014). Une étude a également démontré 

que la sécrétion de l’IL-1β peut s’effectuer rapidement de manière dépendante de la gasdermine 

D, mais également plus lentement, indépendamment des pores gasdermine D (Monteleone et al., 

2018). Les voies autophagiques peuvent également être l’une des voies responsable de cette 

sécrétion (Dupont et al., 2011). Les oligomères de ASC peuvent également être libérer dans 

l’espace extracellulaire à la suite de la lyse cellulaire lors de la pyroptose et peuvent aider à la 

formation et à l’activation de l’inflammasome dans des cellules avoisinantes. Ceci est un 

mécanisme utile permettant d’augmenter la réponse inflammatoire en activant la mort pyroptotique 

de cellules n’ayant même pas reçu de stimulus engendrant l’activation de l’inflammasome. (Baroja-

Mazo et al., 2014; Franklin et al., 2014). Ceci est utile en début d’infection pour augmenter 

rapidement la réponse immunitaire, mais peut devenir nuisible à long terme, générant une réaction 

inflammatoire prolongée.  

Ce type de mort cellulaire permet ainsi d’augmenter la réponse immunitaire en activant des 

PRRs via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire, recrutant plus de cellules immunitaires aux 

sites de l’infection. La pyroptose est donc un moyen efficace d’éliminer la niche réplicative de 

pathogènes comme les virus. Entre autres, l’absence de la protéine gasdermine D chez les souris 

les rend plus susceptible à l’infection par les rotavirus (Zhu et al., 2017). Elle est également 

importante lors d’infection par le virus Influenza. L’absence de composants de la voie NLRP3 

augmente la léthalité de l’infection chez les souris (Allen et al., 2009). L’activation de 

l’inflammasome et la mort cellulaire permet également de restreindre la réplication virale, mais 
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contribue toutefois à l’inflammation des poumons et à la pathogénèse (Kuriakose et al., 2016; 

Nogusa et al., 2016; Thapa et al., 2016). L’inflammasome est également un complexe activé lors 

de l’infection par le SARS-CoV-2. En effet, il a été démontré que la protéine N du SARS-CoV-2 

augmente l’activation de l’inflammasome NLRP3 et induit une hyper-inflammation. Cette protéine 

interagit directement avec NLRP3, promeut sa liaison avec ASC et facilite l’assemblage de 

l’inflammasome et la maturation des cytokines pro-inflammatoires. La protéine N du virus aggrave 

également les dommages au niveau pulmonaire, accélère la mort par la septicémie et crée une 

inflammation aigue dans un modèle murin (Pan et al., 2021). L’activation de l’inflammasome dans 

ce contexte d’infection est donc associée à la sévérité de la maladie. 

1.4 Importance de la régulation de la pyroptose : trop c’est comme pas assez 

La pyroptose est ainsi un mécanisme de défense de la réponse immunitaire innée. Cette 

réponse permet de limiter les dégâts causés lors de l’infection. Toutefois, celle-ci peut parfois être 

plus dommageable que bénéfique. En effet, si non contrôlée, la mort nécrotique cellulaire 

pyroptotique mène à une signalisation pro-inflammatoire exagérée, exacerbant les dommages aux 

niveaux cellulaires, et même tissulaire. La dérégulation de l’inflammasome ainsi que son activation 

sur une période prolongée ont été liées à plusieurs maladies chroniques inflammatoires dont 

l’Alzheimer, la polyarthrite rhumatoïde, la sclérose en plaques et dans des maladies inflammatoires 

causées par des bactéries telles que la gastrite causée par Helicobacter pylori (Dong et al., 2020; 

Halle et al., 2008; Ming et al., 2002). La sur-stimulation de la voie pyroptotique peut ainsi contribuer 

à la pathogénèse au lieu de contrôler l’infection. Par exemple, les complications causées par 

l’infection avec IAV sont souvent associées à une immunopathologie sévère dans les poumons 

(Lupfer et al., 2013). Ainsi, le résultat de l’infection par IAV est déterminé non seulement par la 

vitesse de réplication du virus, mais également par la dynamique de la réponse inflammatoire. De 

plus, la pathogénèse du virus respiratoire syncitial (RSV) semble être médiée en partie par les 

effets cytopathiques du virus sur les cellules épithéliales des poumons, mais également par la 

réponse inflammatoire (Liesman et al., 2014; Yang et al., 2015). Ainsi, la dérégulation de la réponse 

immunitaire innée durant l’infection peut augmenter la sévérité de l’infection, en augmentant la 

charge du pathogène à cause d’une clairance inefficace de celui-ci, ou en causant une 

augmentation des dommages cellulaires. Un contrôle très serré doit ainsi être mis en place afin de 

limiter les réponses immunitaires de manière adéquate, tant sur le plan spatial que sur le plan 

temporel. 
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Ceci met donc en évidence l’importance de comprendre les mécanismes permettant de 

réguler cette voie immunitaire. En effet, il existe des régulateurs négatifs de la voie de 

l’inflammasome, comme des substances ayant une structure similaire au domaine PYD ou CARD. 

Celles-ci peuvent compétitionner avec les senseurs pour interagir avec la protéine adaptatrice ASC 

et la caspase-1. Ces protéines sont appelées COPs, pour CARD-only, et POPs, pour PYD-only. Il 

existe 3 COPs chez l’humain, soit CARD16, CARD17 et CARD18 et elles sont similaire au domaine 

CARD de la caspase-1, avec 91%, 81% et 52% d’homologie, respectivement (Druilhe et al., 2001; 

Humke et al., 2000; Lamkanfi et al., 2004). Les COPs peuvent séquestrer la caspase-1 en s’y liant, 

inhibant ainsi l’induction de la pyroptose par l’inflammasome. Il existe aussi 3 POPs chez l’humain, 

nommés POP1, POP2 et POP3, et ils interfèrent avec la voie de l’inflammasome via des 

interactions PYD-PYD. POP1 possède une séquence similaire au domaine PYD de la protéine 

ASC et il a été démontré que sa surexpression inhibe la sécrétion de la cytokine IL-1β suite à 

l’activation canonique et non-canonique de l’inflammasome (de Almeida et al., 2015). De plus, 

l’expression de cette protéine peut être induite par le signalement de TLR ou IL-1R, démontrant un 

potentiel mécanisme de boucle de rétroaction négative. POP2 ressemble au domaine PYD du 

senseur NRLP2 et NLRP3, permettant de réguler ces inflammasomes (Bedoya et al., 2007; 

Dorfleutner et al., 2007). POP3 est contrôlé par les IFNs de type I et est similaire au domaine PYD 

du senseur AIM2, faisant de cette protéine un régulateur spécifique de la réponse induite par l’ADN 

(Khare et al., 2014). 

L’inflammasome peut aussi être régulé par la voie autophagique. En effet, il a été démonté 

que l’absence de Atg16L1, un composé impliqué dans la formation des autophagosomes, mène à 

une production exagérée d’IL-1β et d’IL-18 suite au traitement avec LPS (Saitoh et al., 2008). La 

déplétion d’autres protéines autophagiques comme Atg7, LC3B ou Beclin 1, permet aussi 

l’augmentation de la production des cytokines inflammatoires par les macrophages, indiquant une 

augmentation de l’activité de l’inflammasome (Nakahira et al., 2011). La modulation de l’autophagie 

chez les souris mène également à une inflammation sévère au niveau des poumons et à une 

augmentation de la mortalité (Fattah et al., 2015). L’autophagie est un système intracellulaire 

permettant de dégrader des macromolécules cellulaires ainsi que des organelles dysfonctionnelles. 

Des défauts au niveau de cette voie de dégradation mène donc à l’accumulation d’organelles 

endommagées, de protéines mal repliées et de ROS, ce qui contribue à l’activation de 

l’inflammasome. Ainsi, des défauts autophagiques permettent en autres l’accumulation de 

mitochondries endommagées, menant à la sécrétion de ROS et d’ADN mitochondrial, 2 signaux 

pouvant activer l’inflammasome NLRP3. La dégradation des mitochondries par la mitophagie est 

donc un mécanisme potentiel afin de réguler l’activation de l’inflammasome (Nakahira et al., 2011). 
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Les composés de l’inflammasome peuvent également être des cibles de l’autophagie, de manière 

dépendante de p62. L’activation de l’inflammasome NLRP3 mène à la reconnaissance de la 

protéine ASC par p62 et celle-ci colocalise avec les autophagosomes. De plus, la protéine ASC 

dans le complexe de l’inflammasome AIM2 est polyubiquitinée, ce qui est reconnue par p62 et 

mène à sa dégradation (Shi et al., 2012). L’autophagie peut aussi directement séquestrer la 

cytokine pro-IL-1β, menant à sa dégradation et réduisant la possibilité de l’inflammasome à cliver 

cette cytokine et la rendre mature et active (Harris et al., 2011). 

 L’activité de l’inflammasome peut également être réguler via des modifications post-

traductionnelles. En effet, la phosphorylation et l’ubiquitination de protéines permet de contrôler 

l’activité des récepteurs et de l’adaptateur ASC. Il est connu que le senseur NLRC4 peut être 

phosphorylé sur la sérine en position 533 afin de former l’inflammasome en réponse à l’infection 

par Salmonella. Cette modification est médiée par la protéine kinase Cδ et il était proposé qu’elle 

était requise pour activer la caspase-1, induire la sécrétion de l’IL-1β et la mort des cellules (Qu et 

al., 2012). De plus, il a été démontré que la kinase LRRK2 (leucine rich repeat-containing kinase-

2) s’associe au senseur NLRC4 et promouvoir la phosphorylation de la sérine 533 (Liu et al., 

2017b). Cependant, une récente étude a démontré que l’inflammasome NLRC4 ne nécessite pas 

de phosphorylation afin d’être activé par la flagelline (Tenthorey et al., 2020). Également, la 

phosphorylation n’est pas suffisante pour induire l’activation de l’inflammasome NLRC4. Il semble 

que cette modification agit plutôt comme un premier signal, permettant au senseur d’interagir avec 

les NAIPs qui sont liés aux ligands (Matusiak et al., 2015). L’inflammasome NLRP3, quant à lui, 

nécessite une modification par la déubiquitinase BRCC3 lors de l’étape d’amorçage. Celle-ci 

modifie spécifiquement la lysine en position 63 dans son domaine LRR (Py et al., 2013). Cette 

modification est nécessaire puisque l’ubiquitination de ce résidu maintien ce senseur dans un état 

inactif. Il a également été démontré que NLRP3 est phosphorylé durant cette étape d’amorçage, 

par JNK1, permettant son auto-association et la subséquente activation de l’inflammasome (Song 

et al., 2017). La kinase NEK7 est également régulée par phosphorylation de manière dépendante 

des ROS et cette modification est nécessaire pour son interaction avec NLRP3 (Shi et al., 2016). 

L’adaptateur ASC, quant à lui, est également modulé par phosphorylation à plusieurs résidus situés 

dans son domaine CARD. Ces modifications post-traductionnelles sont effectuées par les kinases 

tyrosine de la rate (SYK, spleen tyrosine kinase) et c-Jun N-terminale (JNK) et sont essentielles 

afin de permettre le clivage et l’activation de la caspase-1 (Hara et al., 2013). La forme précurseur 

de l’IL-1β est aussi sujette à être ubiquitée, servant de signal pour la dégradation protéasomale et 

inhibant le clivage potentiel par la caspase-1 et donc son activation (Vijayaraj et al., 2021). Ainsi, 
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la diminution ou le contrôle de ces modifications post-traductionnelles permet de réguler les 

inflammasomes, empêchant l’activation spontanée des complexes et leur suractivation.  

La voie de signalisation des interférons est également un autre mécanisme régulateur de 

l’inflammasome. Les IFNs de type I réduisent l’expression de la pro-IL-1β et pro-IL-18 et répriment 

l’activité de l’inflammasome NLRP1 et NLRP3. Le facteur de transcription STAT1 médie l’inhibition 

du clivage de la caspase-1, affectant ainsi le clivage subséquent des pro-cytokines (Guarda et al., 

2011). 

L’activation de l’inflammasome AIM2 peut également enclencher une boucle de rétroaction 

négative, dans laquelle l’activation de AIM2 est antagoniste à la voie de STING. Ceci serait médier 

par le clivage de cGAS par la caspase-1 (Wang et al., 2017b).  

La caspase-1 peut également s’auto-réguler, limitant l’activité pyroptotique. Celle-ci peut 

s’auto-cliver à la suite de son activation par l’inflammasome. En effet, la caspase-1 active est 

présente sous forme p46 et d’espèce transiente, p35/p10. L’auto-clivage subséquent de p35/p10 

arrive après un certain temps, dépendamment de l’inflammasome et du type cellulaire. Ceci 

entraîne le relâchement de p20/p10 de l’inflammasome, entraînant l’instabilité et la fin de l’activité 

protéase de la caspase-1. Ceci permet de désactiver la protéase de manière temporel et 

intrinsèque (Boucher et al., 2018). 

Il existe également des mécanismes permettant de réguler des étapes plus tardives de la 

voie de l’inflammasome. En effet, une fois formée, les pores membranaires peuvent mener à la 

pyroptose ou la cellule peut encore engager des voies permettant de compenser les effets 

enclenchés par la gasdermine D. En présence de peu de pores, des mécanismes sont enclenchés 

afin de contrôler les efflux du contenu intracellulaire, dont l’activation de canaux ioniques, 

permettant l’export de ces solutés afin de maintenir l’homéostasie ionique. De plus, des 

événements d’exocytose réparent les dommages membranaires, dont le mécanisme de la protéine 

ESCRT-III (endosomal sorting complex required for transport-III) qui peut enlever les pores 

membranaires formées. ESCRT est composé de plusieurs sous-unités et entraîne la scission ou le 

scellement de la membrane et celle-ci est recrutée aux sites endommagés de la membrane 

plasmique. Ce mécanisme est donc utilisé afin de réparer les pores pyroptotiques GSDMD (Rühl 

et al., 2018). 
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1.5 Mitochondrie et son contrôle sur la pyroptose 

La régulation de l’inflammasome permet ainsi de contrôler et réduire les réponses 

inflammatoires à un niveau non pathogénique. Les mitochondries sont proposées comme des 

organelles centrales dans la régulation de l’immunité innée et de l’inflammasome NLRP3 (Shimada 

et al., 2012; Yoshizumi et al., 2017). Tout d’abord, il est maintenant reconnu que les mitochondries 

ne sont pas simplement des organelles impliquées dans les processus énergétiques, mais sont 

également impliquées dans la signalisation, jouant un rôle important dans le métabolisme, la mort 

cellulaire et l’immunité innée. En effet, ces organelles sont proposées comme étant un point central 

rassemblant les divers stimuli afin d’ensuite activer les senseurs de l’immunité innée.  

Les ROS sont l’un des régulateurs principaux de l’inflammasome NLRP3, en autres via leur 

induction de modifications post-traductionnelle, et les mitochondries sont la principale source de 

ceux-ci. En effet, la chaîne de transport des électrons mitochondriale génère une faible 

concentration de ROS dans des conditions normales, qui peut être régulée par divers antioxydants. 

Toutefois, lors de conditions de stress, cette production est augmentée. Il a été démontré que tous 

les potentiels activateurs de l’inflammasome NLRP3 mènent à la production de ROS et que la 

séquestration de ceux-ci bloque l’activation de l’inflammasome (Dostert et al., 2008; Petrilli et al., 

2007). De plus, les ROS mitochondriaux produit par les mitochondries dysfonctionnelles ont été 

démontrés comme étant la source principale de ROS permettant l’activation de l’inflammasome 

(Nakahira et al., 2011; Zhou et al., 2011). L’inhibition du complexe I de la chaîne de transport des 

électrons par la rotenone engendre une perte partielle du potentiel membranaire de la mitochondrie 

ainsi qu’une forte production de ROS et l’inhibition du complexe III par l’antimycine A mène à un 

résultat similaire, permettant l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Zhou et al., 2011). Les 

perturbations de la chaîne respiratoire semblent donc affecter la voie de l’inflammasome. En autres, 

l’induction de l’inflammasome NLRP3 par la nigericine ou l’ATP, ou encore l’activation de AIM2, 

démontre une dépolarisation de la mitochondrie et induit des mtROS. Ces ROS sont également 

capables de réguler le clivage de GSDMD via la modulation de l’activité de la caspase-1 (Wang et 

al., 2019b). En plus d’une augmentation de ROS, une diminution de K+ cytoplasmique permet 

l’activation de NLRP3. Les traitements avec de l’ATP ou la nigericine engendrent la diminution de 

la concentration de potassium dans le cytoplasme, menant à l’activation de l’inflammasome 

(Mariathasan et al., 2006; Perregaux & Gabel, 1994). Il est connu que la mitochondrie possède 

plusieurs canaux K+ importants pour ses fonctions et ceux-ci pourraient être responsables de la 

fluctuation du potassium intracellulaire lors de l’activation de l’inflammasome (Heinen et al., 2007). 
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L’autophagie est également un processus important afin de réguler l’inflammasome. En effet, 

les mitochondries, en réponse à des stimuli de stress, vont produire plus de ROS, qui sont nocifs 

pour la cellule. Ainsi, l’autophagie des mitochondries endommagées, un processus appelé 

mitophagie, permet de retirer celles-ci. L’ablation des modulateurs de l’autophagie LC3B ou Beclin 

1 résulte en une augmentation de l’activité de l’inflammasome NLRP3 suite au traitement des 

macrophages avec de l’ATP (Nakahira et al., 2011). Le récepteur NOD2 et l’adaptateur RIPK2 ont 

également été démontrés dans la promotion de la mitophagie et la régulation de l’inflammasome 

après l’infection par le virus Influenza, où RIPK2 permet la phosphorylation de ULK1, initiant la 

formation de l’autophagosome (Lupfer et al., 2013). L’activation de la caspase-1 par 

l’inflammasome inhibe la mitophagie et augmente les dommages mitochondriaux, agissant ainsi 

via une boucle de rétroaction positive (Yu et al., 2014). Ces mécanismes autophagiques permettent 

ainsi de réguler la présence de ligands pour l’inflammasome. Ce rôle de la mitophagie peut 

également être observé dans plusieurs maladies, dont la maladie de Parkinson, où des mutations 

de PINK1 et PARKIN peuvent être détectés. PINK1 et PARKIN sont importantes pour l’élimination 

des mitochondries dysfonctionnelles via la mitophagie (Geisler et al., 2010b). En effet, PINK1 est 

une protéine normalement dégradée par les mitochondries saines. Toutefois, un déséquilibre dans 

le potentiel membranaire mitochondrial mène à l’accumulation de PINK1 à la surface mitochondrial, 

favorisant le recrutement de PARKIN, qui ubiquitine plusieurs protéines localisées à la membrane 

mitochondriale externe, dont VDAC1, menant à la mitophagie des mitochondries dysfonctionnelles 

(Geisler et al., 2010a; Narendra et al., 2008). La modulation des canaux ioniques VDAC (voltage-

dependent anion selective channel) affecte aussi l’activité de l’inflammasome. Ceux-ci sont des 

canaux importants pour la génération de ROS et l’échange de métabolites et d’ions entre les 

mitochondries et d’autres compartiments, dont le réticulum endoplasmique (RE). La diminution des 

canaux VDAC affecte l’activation de la caspase-1, mais ceci est spécifique à l’inflammasome 

NLRP3 et n’est pas impliqué pour la voie AIM2 (Zhou et al., 2011).  

La mitochondrie semble également être une structure importante lors de l’activation de 

l’inflammasome. Des évidences démontrent que NLRP3 et ASC co-localisent à la mitochondrie, 

spécifiquement aux sites associés au réticulum endoplasmique, soit les MAMs (mitochondria-

associated ER membranes). Les MAMS constituent donc un type de synapse intracellulaire 

essentielle permettant de lier les fonctions mitochondriales aux signaux de danger (Zhou et al., 

2011). Il a également été démontré que l’inflammasome NLRP3 se lie aux cardiolipines, des 

phospholipides spécifiques à la mitochondrie (Iyer et al., 2013). La translocation de NLRP3 actif à 

la mitochondrie entraîne la perte de l’intégrité mitochondriale et ceci est une étape importante afin 

d’induire la mort pyroptotique (Wang et al., 2019b). La protéine GSDMD est également retrouvé à 
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la mitochondrie et son domaine N-terminale formant des pores a été retrouvé aux sites enrichies 

de cardiolipines des mitochondries (Ding et al., 2016). Celle-ci peut induire des pores dans la 

membrane mitochondriale, affectant directement cette organelle et facilitant la sécrétion de 

plusieurs composés induisant des cascades de signalisation de danger, dont le cytochrome c 

(Rogers et al., 2019). 

La perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (MOMP) est un événement 

classiquement reconnu comme point de non-retour de multiples cascades de signalisation menant 

à la mort cellulaire, majoritairement dans l’apoptose. Toutefois, cette perméabilisation a également 

des effets sur la voie de l’inflammasome. MOMP est engendrée par l’oligomérisation des protéines 

BAX (B-cell lymphoma 2 associated X) et BAK (B-cell lymphoma 2 antagonist killer) dans la 

membrane externe de la mitochondrie, formant des pores qui permettent la sécrétion du 

cytochrome c dans le cytoplasme. Le cytochrome c facilite ensuite l’assemblage de l’apoptose, 

menant à l’activation de la caspase-9 et la subséquente activation de la caspase-3 (Li et al., 1997; 

Wei et al., 2001). Ce processus est interrelié avec les voies de la pyroptose. En effet, 

l’oligomérisation de BAX/BAK est initiée lorsque la protéine BID (BH3 interacting domain death 

agonist) est clivée par la caspase-1 et la caspase-8 (Tsuchiya et al., 2019; Yu et al., 2014). Cette 

perméabilisation entraîne des dommages et la sécrétion de l’ADN mitochondrial, ce qui peut servir 

de boucle de rétroaction positive afin d’augmenter l’activité de l’inflammasome (Nakahira et al., 

2011; Shimada et al., 2012). Le potentiel membranaire mitochondrial est donc important afin de 

réguler les réponses inflammatoires. Celui-ci peut également être modulé directement par des 

virus. En effet, la protéine M2 du virus IAV, un canal ionique sélectif pour les protons, mène à la 

diminution du potentiel membranaire mitochondriale et permet ainsi à la cellule de reconnaître et 

réagir au virus (Ichinohe et al., 2010; Ilyinskii et al., 2007).  

Plusieurs protéines mitochondriales ont également des rôles clés dans la réponse 

immunitaire. La protéine de signalisation antivirale mitochondriale (MAVS) est une molécule 

adaptatrice requise pour transmettre les réponses IFN et les événements à la suite de l’activation 

des senseurs RIG-I et MDA-5. Celle-ci est localisée à la mitochondrie et implique que cette 

organelle joue un rôle dans l’immunité innée (Seth et al., 2005). MAVS est requise pour le 

recrutement de l’inflammasome NLRP3 à la mitochondrie en réponse à des stimuli comme l’ATP 

et la nigericine (Subramanian et al., 2013). Elle peut également lier et inhiber VDAC1 (Guan et al., 

2013). Il y a également la protéine HTRA2 (high temperature requirement protein A2), démontrée 

pouvant activer les caspases apoptotiques une fois dans le cytoplasme (Srinivasula et al., 2003). 

HTRA2 est une sérine protéase mitochondriale qui est relâchée lors de l’apoptose. Des mutations 
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de cette protéine chez l’humain et chez la souris entraîne une neurodégénérescence infantile fatale 

(Bogaerts et al., 2008; Plun-Favreau et al., 2007). HTRA2 a également été démontré être impliquée 

dans la régulation négative des inflammasomes NLRP3 et AIM2 de manière dépendante de son 

activité protéase. En effet, elle permet d’empêcher l’accumulation d’oligomères de la protéine 

adaptatrice ASC via l’autophagie (Rodrigue-Gervais et al., 2018).   

Ces mécanismes mettent en évidence que les mitochondries sont au cœur des voies 

pyroptotiques. Ainsi, puisque ces organelles sont importantes dans la régulation et le contrôle de 

l’activation de l’inflammasome, notre équipe de recherche s’est penché sur l’étude de potentielles 

protéines mitochondriales comme régulateurs négatifs de l’inflammasome. Pour ce faire, nous 

avons tout d’abord effectué un criblage sur plus de 7 000 gènes droguables afin de détecter la 

présence de modulateurs, positifs et négatifs, dans les cellules infectées par le paramyxovirus 

Sendai, un virus respiratoire murin activant l’inflammasome AIM2. Un séquençage d’ARN a 

également été effectué après 6 et 18 heures d’infection afin de confirmer la présence basale et la 

modulation de l’expression des gènes par l’infection (Gilbert et al., En préparation). 

De ce criblage, nous avons identifié un régulateur négatif potentiel de l’inflammasome, soit la 

protéine mitochondriale 3-mercaptopyruvate sulfurotransférase (MPST) (Rodrigue-Gervais et al., 

2018). 

1.6 Sulfure d’hydrogène : plus qu’un gaz nauséabond 

La protéine MPST a attiré notre attention principalement car elle est l’une des 3 enzymes 

cellulaires produisant du sulfure d’hydrogène (H2S) et ce dernier a été démontré comme étant 

capable de réguler l’inflammasome. Le sulfure d’hydrogène est le 3e gasotransmetteur connus, 

avec l’oxyde nitrique (NO) et le monoxyde de carbone (CO). Ce gaz était considéré pendant très 

longtemps comme une simple molécule toxique avec une odeur nauséabonde d’œuf pourri avant 

que son implication dans la signalisation cellulaire soit démontrée. Celui-ci est synthétisé à partir 

de la L-cystéine par 3 enzymes, soit la cystathionine γ-lyase (CSE) (codé par le gène CTH), la 

cystathionine β-synthase (CBS) et la 3-mercaptopyruvate sulfurotransférase (MPST).  

L’enzyme CBS est strictement cytoplasmique, alors que les enzymes CSE et MPST peuvent 

être également retrouvées à la mitochondrie. En effet, en condition de stress, l’enzyme CSE peut 

se relocaliser à la mitochondrie (Fu et al., 2012). Ce mécanisme permet de promouvoir la 

production d’H2S à la mitochondrie, aidant à la production d’ATP. MPST, quant à elle, possède 2 

isoformes, soit un de 297 acides aminés et de 33 kDa situé à la mitochondrie et au cytoplasme et 

un autre de 317 acides aminés et de 35 kDa situé seulement au cytoplasme. Sa localisation 
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principale est à la mitochondrie (Nagahara et al., 1998). De plus, les macrophages alvéolaires 

murins ainsi que les monocytes humains contiennent principalement l’enzyme MPST, versus CBS 

et CSE, selon la base de données Immgen (Tomita et al., 2016).  

L’enzyme MPST requiert la cystéine aminotransférase (CAT), afin de générer du H2S. Cette 

dernière possède 2 isoformes, soit une cytoplasmique codée par le gène GOT1 (glutamic-

oxaloacetic transaminase) et une mitochondrial codée par le gène GOT2. L’enzyme CAT 

mitochondriale catalyse la transamination entre la L-cystéine et l’α-kétoglutarate, produisant du 3-

mercaptopyruvate et du L-glutamate. MPST transfère ensuite le sulfure du 3-mercaptopyruvate à 

des acides sulfureux pour produire du pyruvate et du thiosulfate, ce qui est finalement réduit en 

H2S en présence de glutathione réduit (GSH) (Figure 1.6) (Ubuka et al., 1992). MPST requiert la 

présence d’une substance réductrice afin de produire du H2S, comme la thiorédoxine (Mikami et 

al., 2011). Le H2S mitochondrial peut ensuite être utilisé par la sulfide quinone oxydoréductase 

(SQR), qui va l’oxyder et l’utiliser comme donneur d’électrons pour le complexe de la chaîne de 

transport d’électrons. Les électrons vont en effet être transférés à la coenzyme oxydée Q (CoQ), 

puis transféré à l’oxygène par les complexes mitochondriaux III et IV ou transféré à la nicotinamide 

adénine dinucléotide oxydé (NAD+) par transport d’électrons inverse (RET, reverse electrons 

transport) au complexe mitochondrial I (Lagoutte et al., 2010). 
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Figure 1.6 Voie de synthèse du sulfure d’hydrogène 

La L-cystéine est utilisée par 3 enzymes cellulaires afin de générer du sulfure d’hydrogène. L’enzyme CBS se 
retrouve strictement au cytoplasme, CSE au cytoplasme, mais peut se relocaliser à la mitochondrie en cas de 
stress, et MPST est principalement située à la mitochondrie, mais se retrouve aussi au cytoplasme. L’enzyme 
MPST utilise le 3-mercaptopyruvature comme substrat afin de produire du H2S mitochondrial. Le 3-
mercaptopyruvate est synthétisé à partir de la L-cystéine et de l’α-kétoglutarate par la cystéine aminotransférase. 
Le H2S mitochondrial peut être utilisé par l’enzyme SQR de chaîne de transport d’électrons afin de générer des 
polysulfides. Créée avec BioRender. 

 

Le H2S est connu comme agent antioxydant. En effet, celui-ci permet d’augmenter le 

transport de cystine dans les cellules grâce à l’antiport glutamate/cystine. La cystine est réduite 

dans les cellules en cystéine et peut ensuite s’incorporer dans le glutathione, un tripeptide composé 

de glutamate, cystéine et glycine. Ainsi, la modulation de l’antiport par le H2S augmente la synthèse 

de glutathione (Kimura & Kimura, 2004). Le glutathione est l’antioxydant intracellulaire principale. 

Les polysulfides jouent un rôle similaire au H2S. Ceux-ci comprennent entre autres la glutathione 

polysulfide (GSSH), un agent réducteur qui peut être produit par l’addition d’un atome de sulfure 

provenant du H2S au glutathione par l’enzyme SQR de la mitochondrie (Libiad et al., 2014).  

Les effets principaux du H2S sont modulés par sa capacité à induire la modification post-

traductionnelle de protéines cibles. Celui-ci agit par S-sulfhydration (aussi référée comme S-

persulfhydation), une modification caractérisée par l’ajout d’un sulfhydrile au côté thiol d’un résidu 

cystéine dans la protéine cible. Cette modification médie la plupart des fonctions cellulaires induites 

par le H2S et il est prédit que près du tier des protéines cellulaires peuvent être S-sulfhydratées 
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(Mustafa et al., 2009). Ainsi, le H2S sert d’agent réducteur et peut affecter les liens cystéine 

disulfure, changeant la conformation et l’activité d’enzymes, de canaux et de récepteurs. 

Ce gaz joue toutefois un rôle à double tranchant. La concentration et la vitesse de sécrétion 

du H2S sont des facteurs clés afin de déterminer si le H2S agit comme anti-inflammatoire ou pro-

inflammatoire. En effet, le sulfure d’hydrogène possède des effets variés, où une concentration 

faible de ce gaz est caractérisée par des effets modulateurs, permettant d’agir comme antioxydant, 

anti-inflammatoire et augmente la respiration mitochondriale, alors qu’une concentration forte induit 

des effets inverses, générant des réponses cytotoxiques et un effet pro-oxydant, pouvant inhiber 

le complexe IV de la chaîne de transport mitochondriale et diminuer la viabilité cellulaire (Groeger 

et al., 2012; Matallo et al., 2014; Petersen, 1977). Il existe divers donneurs de H2S exogène utilisé 

pour étudier le rôle de ce gaz. D’une partie, il y a les donneurs à relâchement rapide, dont les sels 

de NaHS et Na2S, et de l’autre, ceux à relâchement lent comme le GYY4137 (Powell et al., 2018). 

Au départ, le H2S a été étudié pour son effet vasorelaxant. En effet, il peut entraîner 

l’ouverture des canaux KATP, engendrant l’hyperpolarisation des membranes des muscles lisses, 

menant à leur relaxation (Zhao et al., 2001). Le H2S peut aussi réguler l’apoptose via la modulation 

du facteur NF-κB et stimuler la sécrétion d’IL-10 (Du et al., 2014; Lohninger et al., 2015). Le TNF-

α permet la liaison d’un facteur de transcription au promoteur de l’enzyme CSE, engendrant la 

production de H2S. Celui-ci peut ensuite sulfhydrater la cystéine 38 de la sous-unité p65 de NF-κB, 

permettant la liaison de ce dernier avec le coactivateur ribosomal S3 (RPS3) (Sen et al., 2012). Ce 

complexe se lie aux promoteurs de plusieurs gènes anti-apoptotiques, menant à la suppression de 

l’apoptose (Sen et al., 2012). De plus, il peut sulfhydrater la protéine Keap1, qui interagit et entraîne 

la subséquente translocation nucléaire du facteur de transcription Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-

related factor 2), qui permet de réguler de nombreux antioxydants, dont la thiorédoxine (Calvert et 

al., 2009; Yang et al., 2013a). Ce facteur est activé en autres lors de stress causé par les ROS et 

joue un rôle important dans la cytoprotection et la détoxification de ceux-ci (Itoh et al., 1997). La 

diminution des ROS intracellulaires inhibe l’activation de l’inflammasome NLRP3, puisque les ROS 

permettent la dissociation de la thiorédoxine de sa protéine TXNIP. Cette dernière est connue pour 

lier le senseur NLRP3 et participer à son activation (Zhou et al., 2010). 

Les effets régulateurs du sulfure d’hydrogène sur les réponses inflammatoires ont 

également été bien démontrés. Il semble promouvoir la transition du profil M1 des macrophages 

vers M2, générant un contrôle sur la réponse pro-inflammatoire (Miao et al., 2016). Il joue aussi un 

rôle dans la protection des neurones lors de stress oxydatif via son contrôle sur le niveau de 

glutathione (Kimura & Kimura, 2004). Une autre voie probable dans cette protection est l’élimination 

des ROS par le sulfure d’hydrogène. Effectivement, la mitochondrie est une source majeure de 
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ROS au niveau cellulaire. Le stress oxydatif engendrée par une forte présence de glutamate peut 

être modulé par la production de H2S. L’expression de l’enzyme mitochondriale MPST est 

résistante à ce stress, suggérant que la production de H2S par cette enzyme permettent de 

neutraliser les ROS au niveau mitochondrial (Kimura et al., 2010). Le H2S exogène affecte aussi le 

stress oxydatif et l’inflammation au niveau pulmonaire chez la souris (Li et al., 2013). L’inhibition de 

la synthèse endogène de H2S par CSE exacerbe l’inflammation aiguë des poumons, démontrant 

que le H2S joue un rôle protecteur par ces propriétés antioxydante et anti-inflammatoire (Ali et al., 

2018). Le rôle du H2S est donc proposé provenir en partie de l’atténuation des dommages oxydatifs 

et des signaux inflammatoires ainsi que de la régulation des fonctions mitochondriales. En effet, le 

H2S peut protéger la mitochondrie en médiant les fonctions de la sulfure quinone oxydoréductase 

SQR, la chaîne de transport des électrons et la synthèse de l’ATP (Módis et al., 2013).  

Le H2S a également été étudié dans des contextes de maladie, dont le SA-AKI (sepsis-

associated acute kidney injury). Il a été démontré que le LPS, un activateur de l’inflammasome 

NLRP3 et qui est impliqué dans la pathogénèse de SA-AKI, diminue le niveau endogène du H2S et 

réduit l’activité de l’enzyme MPST au niveau du rein. L’ajout de H2S exogène améliore cependant 

les dysfonctions rénales en inhibant la réponse inflammatoire et le stress oxydatif engendré par 

l’inflammasome. Le H2S contribue dans ce modèle à la diminution de l’expression du TLR4, de 

NLRP3 et de la caspase-1 (Chen et al., 2018). Le H2S est donc impliqué dans la voie de 

l’inflammasome. En effet, le H2S est capable d’inhiber la voie TLR4/NF-κB, l’un des mécanismes 

permettant l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Luo et al., 2017). L’activation de l’inflammasome 

NLRP3 mène à une inhibition de l’autophagie, mais le H2S exogène permet de promouvoir 

l’autophagie via la voie AMPK/mTOR (AMP-activated protein kinase/mammalian target of 

rapamycin) (Wang et al., 2017a). De plus, le traitement des cellules avec du H2S exogène, soit du 

sulfure de sodium (NaHS), inhibe l’activation de la caspase-1 et la production d’IL-1β suite à 

l’activation de la voie de l’inflammasome NLRP3 par un traitement LPS et ATP (Wu et al., 2019). 

Ces effets sont dû à la modification post-traductionnelle de la protéine c-Jun par le H2S via la S-

sulfhydration de la cystéine 269. Ceci entraîne une diminution de la production de mtROS et donc 

une diminution de ligand pour l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Lin et al., 2018). Le H2S peut 

aussi réguler l’inflammasome NLRP3 par la voie de l’oxydase xanthine (XO). L’activité de XO est 

inhibée par le H2S exogène, via le donneur GYY4137, menant ainsi à une diminution de la 

subséquente génération de ROS et à la diminution de l’activité de l’inflammasome. Le rôle du H2S 

endogène dans cette voie de signalisation a été aussi confirmé. Les cellules déficientes pour 

l’enzyme CSE démontre une activité de XO plus élevée ainsi qu’une augmentation dans la 

génération de mtROS. Cette déficience mène à une augmentation de l’oligomérisation de ASC et 
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de l’activité de la caspase-1. Les effets du H2S ne sont pas spécifiques à l’inflammasome NLRP3, 

puisqu’il a aussi été démontré comme régulateur de l’inflammasome AIM2 (Castelblanco et al., 

2018). 

Les donneurs de H2S possèdent également des propriétés antivirales. Le donneur GYY4137, 

à des concentrations de 5-10 mM, permet d’inhiber la réplication du virus Influenza in vitro. De plus, 

les souris déficientes pour l’enzyme CSE développent une réponse immunitaire plus sévère à la 

suite de l’infection par le virus RSV et l’administration de GYY4137 est suffisante pour inhiber la 

réplication du virus et contrôler l’inflammation pulmonaire (Bazhanov et al., 2018; Ivanciuc et al., 

2016; Li et al., 2015). Toutefois, l’utilisation de ce composé nécessite une concentration élevée qui 

ne serait pas idéal pour des traitements chez l’humain. 

Le H2S affecte donc plusieurs voies de signalisation, modulant des mécanismes 

immunologiques et inflammatoires. La régulation simultanée de plusieurs voies d’inflammation ou 

de mort cellulaire peut être plus efficace que de cibler une seule voie qui pourrait être évité ou 

remplacé par des mécanismes de compensation. En effet, ces mécanismes de compensation 

peuvent être retrouvés dans plusieurs voies de signalisation cellulaire, comme lors de la pyroptose, 

où l’absence de la caspase-1 mène à l’activation de la caspase-8 par les oligomères d’ASC (Pierini 

et al., 2012). 

1.7 Hypothèse de recherche 

Sachant que la régulation des inflammasomes, et donc de la mort pyroptotique, est 

importante dans la survie des macrophages alvéolaires lors d’infection virale et que la protéine 

mitochondriale MPST a été identifiée comme un régulateur potentiel de la formation d’oligomères 

de ASC après une infection par un virus ARN, nous proposons que celle-ci, via sa production de 

sulfure d’hydrogène mitochondriale, peut réguler l’activation de l’inflammasome et agir en tant 

qu’inhibiteur de la mort cellulaire pyroptotique (Gilbert et al., En préparation). En effet, le H2S joue 

un rôle dans plusieurs cascades de signalisation cellulaire et semble interférer avec la signalisation 

de l’inflammasome, autant au niveau de protéines comme NF-κB ou c-Jun qu’au niveau du signal 

d’activation par les ROS. Ce gaz permet également de moduler l’oligomérisation d’ASC et 

l’absence de l’enzyme CSE, qui produit également du H2S et peut se retrouver à la mitochondrie, 

mène à une augmentation de l’activité de la caspase-1 et de la sécrétion d’IL-1β (Castelblanco et 

al., 2018) 

Mon projet de maîtrise était donc de déterminer si le H2S mitochondrial, produit par l’enzyme 

MPST, peut réguler l’induction de la pyroptose par l’inflammasome et si tel est le cas, par quel 

mécanisme. 



 

 

2 Matériels et méthodes 

2.1 Culture cellulaire et différenciation 

HEK293T-ASC 

Des cellules humaines embryoniques du rein (HEK) 293T possédant une protéine ASC couplée 

à une GFP ont été utilisées (Fernandes-Alnemri et al., 2007). Ces cellules ont été cultivées dans 

un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) complet (10% sérum bovin fétal (FBS) 

inactivé, 1% L-glutamine (L-Glu), 1% pénicilline/streptomycine (pen/strep), 1% acides aminés non 

essentiels (NEAA)) à une concentration de 300 000 cellules/puit dans une plaque de 6 puits 

prétraitée avec de la poly-lysine (Sigma, P1399) (Rodrigue-Gervais et al., 2018). Celles-ci ont été 

utilisées pour effectuer le criblage et le séquençage d’ARN. 

THP-1 

Des monocytes humains THP-1 (ATCC, TIB-202) ont été cultivées dans un milieu RPMI (Roswell 

Park Memorial Institute) complet (10% FBS inactivé, 1% pen/strep, 1% NEAA, 1% L-Glu, 1% 

sodium pyruvate (NaPyr)) à une concentration de 50 000 cellules/puit et ont été différenciés en 

macrophages avec 25 nM de phorbol 12-myristate-13-acetate (PMA, Sigma #P1585) durant 48 

heures dans une plaque noire à fond transparent de 96 puits (Greiner Bio-One CellStar µClear, 

07000061). Le PMA a été resuspendu dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), aliquoté et conservé 

à - 30°C. La dose utilisée a été choisie suite à une optimisation. Après la différenciation, le milieu 

a été changé pour du HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) complet (10% FBS inactivé, 1% 

pen/strep, 1% NEAA, 1 % NaPyr) avant les différents traitements. Ces cellules ont été utilisées 

pour observer la formation de pores pyroptotiques en cinétique, l’activité catalytique de la 

caspase-1 suite à la stimulation d’inflammasome et le clivage de la protéine gasdermine D. 

THP-1-ASC 

Des monocytes humains THP-1 possédant une protéine ASC couplée à une GFP ont été utilisés 

pour l’observation des oligomères d’ASC en microscopie à épifluorescence (Fernandes-Alnemri 

et al., 2007). Celles-ci ont été cultivées comme les THP-1. 

2.2 siRNA et lentivirus 

Une banque de petits ARN interférents (siRNA) ciblant des gènes droguables connus a été 

utilisée pour le criblage. Les cellules HEK293T-ASC ont donc été transduites puis infectées 72 
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heures après avec le virus Sendai. L’observation de la formation de l’inflammasome via une 

plateforme de microscopie automatisée a été effectuée 18 heures après l’infection.  

Les shRNA ciblant MPST proviennent de MISSION Sigma et les clones ID sont : MPST1 : 

TRCN0000036139, MPST2 : TRCN0000036142 et MPST3 : TRCN0000036141. MPST1 cible la 

région 3UTR, alors que MPST2 et MPST3 ciblent la région CBS. Ceux-ci ont été validés dans le 

modèle cellulaire A549. Les plasmides shRNA ont été transfectés avec du polyethylenimine (PEI) 

à un ratio 3 :1 dans des cellules HEK293T à 2,5 µg d’ADN avec les plasmides psPAX2 (gag/pol) 

et pMD2.G (VSV-G enveloppe) à un ratio 3 :1 :3. Le surnageant a été récolté à 48h et 72h post-

transfection et gardé à -80 °C. Les lentivirus ont ensuite été titrés dans des Hela Kyoto. Les 

cellules THP-1 ont été transduite à une MOI de 1 et sélectionnées durant 12 jours avec de la 

puromycine à 2 µg/ml avant d’être utilisées pour les expériences de cinétique. 

2.3 Activation des inflammasomes 

Pour activer l’inflammasome NLRP3, une dose de 20 µM de nigericine (InvivoGen, tlrl-nig) a été 

préparée dans du milieu HBSS complet et administrée à des THP-1 différenciés en macrophages. 

Des puits contrôles ont reçus l’inhibiteur de NLRP3, MCC950, à 1 µM (InvivoGen, inh-mcc) ou 

l’inhibiteur catalytique de la caspase-1, VX765, à 100 µM (MedChemExpress, HY-13205) 30 

minutes avant la stimulation de l’inflammasome NLRP3. La nigericine est une toxine microbienne 

dérivée de la bactérie Gram positive Streptomyces hygroscopicus. Celle-ci agit en tant 

qu’ionophore de potassium, permettant un efflux de K+ intracellulaire et la subséquente activation 

de l’inflammasome NLRP3 (Muñoz-Planillo et al., 2013). L’inhibiteur MCC950 interagit 

directement avec le domaine NACHT de NLRP3, bloquant l’hydrolyse de l’ATP et donc la 

formation de l’inflammasome NLRP3 (Coll et al., 2019). VX765, quant à lui, agit par modification 

covalente du résidu catalytique cystéine dans le site actif de la caspase-1 (Wannamaker et al., 

2007). L’inflammasome CARD8 a été stimulé par le talabostat (Cayman, 29007) à une 

concentration de 1 µM dans du HBSS complet, alors que l’inflammasome AIM2 a été activé par 

transfection de 0.625 µg/ml d’un analogue synthétique d’ADN-B (poly(dA:dT), Sigma, 86834-22-

2) complexé avec 2.5 µl/ml de lipofectamine 2000 (Invitrogen, P/N52887) dilué dans du PBS. Le 

talabostat inhibe les dipeptidyl peptidases DPP8/9, inhibant leur liaison avec le senseur CARD8 

et permettant ainsi l’activation de ce dernier (Zhong et al., 2018a). La transfection de l’ADN 

poly(dA:dT) est reconnue par le senseur cytosolique AIM2. 

Ces différents agonistes et le contrôle négatif (milieu sans agoniste) d’inflammasomes 

canoniques ont été ajouté dans chaque puit 96 correspondant juste avant l’ajout du marqueur 
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propidium iodide (PI, Invitrogen, P1304MP), à une concentration finale de 5 µM. Ce marqueur 

fluorescent rouge peut entrer dans la cellule par les pores membranaires et lie l’ADN en 

s’intercalant entre les bases. Ensuite, la plaque a été centrifugé 5 minutes à 1 200 rpm à 37 °C 

et a été par la suite mise dans le lecteur de plaque TECAN SPARK durant 5 minutes à 37°C (pour 

équilibration) avant de lancer la lecture de la fluorescence à une longueur d’onde de 535 nm 

durant une cinétique de 24 heures à 37°C. La lecture de la fluorescence a été effectuée par-

dessous la plaque à toutes les 15 minutes. 

Les doses utilisées ont été choisies suite à des optimisations. L’agoniste nigericine a été 

resuspendu dans de l’éthanol 99%, le poly(dA:dT) dans de l’eau sans endotoxine et le talabostat 

dans du DMSO. Les inhibiteurs MCC950 et VX765 ont également été resuspendu dans du 

DMSO. Les composés ont ensuite été aliquotés et ont été conservés à – 30 °C. 

2.4 Microscopie épifluorescence 

Les THP-1-ASC différenciés en macrophages ont été traitées 1 heure avec l’AP39 ou l’I3MT-3, à 

50 et 54,4 µM respectivement, puis avec 20 µM de nigericine durant 30min, 1h ou 2h. Les cellules 

ont ensuite été fixées avec du formaldéhyde 2,7 % durant 20 minutes. Le milieu a été retiré et 

une lamelle a été ajouté avant de passer en microscopie épifluorescence (Nikon Eclipse E800M).  

2.5 Inhibiteur de la protéine MPST et donneurs de sulfure d’hydrogène 

L’inhibiteur catalytique de MPST, I3MT-3 (SelleckChem, 459420-09-8), a été utilisé à une dose 

de 54.4 µM 1 heure avant l’activation de l’inflammasome NLRP3. Cette dose a été choisie suite 

à une optimisation. Ce composé est perméable et cible un résidu cystéine persulfuré dans le site 

actif de MPST (Hanaoka et al., 2017). Le donneur GYY4137 (MedChemExpress, HY-107682) a 

été ajouté à des doses entre 1 µM et 1 mM 1 heure avant le traitement avec la nigericine. Le 

donneur mitochondrial AP39 (Sigma, 1429061-80-2) a, quant à lui, été ajouté 1 heure avant 

l’activation de l’inflammasome à des doses de 30 et 60 µM. Toutes ces drogues ont été 

resuspendu dans du DMSO. Elles ont ensuite été aliquotées et ont été gardées à -80 °C pour 

l’I3MT-3 et le GYY4137 et à  -30 °C pour l’AP39. Les concentrations finales de DMSO pour l’I3MT-

3 ne dépasse pas le 0,5 %, alors que l’AP39 utilisé à 50 µM apporte la concentration finale à 1,8 

% et le GYY4137 utilisé à 1 mM, à 12,5 %. 
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2.6 Activité catalytique de la caspase-1 

L’activité catalytique de la caspase-1 a été détectée dans les lysats cellulaires ainsi que dans le 

surnageant grâce à l’ensemble Caspase-Glo 1 (Promega G9951). Après la différenciation des 

THP-1, le milieu a été retiré et 50 µl de RPMI a été ajouté aux puits avant le traitement avec 25 

µl d’AP39 à 50 µM durant 1 heure ou de VX765 à 100 µM durant 30 minutes, avant la stimulation 

de l’inflammasome NLRP3 par 25 µl de nigericine à 20 µM durant 30 minutes. Le surnageant a 

ensuite été retiré et 50 µl de celui-ci a été transféré dans un puit vide, alors que 50 µl de milieu 

RPMI complet a été ajouté aux puits de cellules. Le mélange de Caspase-Glo 1 a ensuite été 

ajouté aux puits de cellules et à ceux de surnageant dans un ratio de 1 :1, donc 50 µl/puit, pour 

un volume final de 100 µl/puit. Ce mélange contient un inhibiteur de protéasome, MG-132, 

éliminant le clivage non spécifique du substrat par le protéasome. Par la suite, la plaque a été 

incubée à température ambiante durant 1 heure et puis le contenu des puits a été transféré dans 

une plaque 96 puits blanche (Greiner Bio-One LUMITRAC 200, 07000130) avant de lire la 

luminescence par le lecteur de plaque TECAN. 

2.7 Western Blot 

Les cellules ont été récoltées dans un eppendorf, centrifugées à 1 200 rpm durant 5 minutes, puis 

resuspendues dans du tampon SDS (62,6 mM Tris-Cl (pH 6,8), 1% SDS, 10% glycérol, 0,003% 

bromophénol bleu et 5% β-mercaptoéthanol frais) pour les lyser. Les gels de 10,5% d’acrylamide 

ont été chargés avec 40 µl d’échantillons, soit environ 5 ug de protéines (chargement des puits 

de manière égale et vérification par une protéine loading control de l’uniformité). Ceux-ci ont 

ensuite été migrés à 120 V durant 45-60 minutes. Les gels ont ensuite été transférés sur une 

membrane de nitrocellulose de 0,2 µM (GE Healthcare Life Science, #10600004) à 70 V durant 

1h30. Les membranes ont été bloquées 1 heure dans du PBS 5% de poudre de lait (BioShop, 

SKI400.500) à température pièce et incubées dans l’anticorps primaire durant la nuit à 4 °C dans 

du PBS 5% albumine de sérum bovin (BSA) (BioShop, ALB001.250). La membrane a ensuite été 

lavée 4 fois 5 minutes dans du PBS tween 0,05%. L’anticorps secondaire a été mis dans du PBS-

5% lait à une concentration de 1/5000 et la membrane a été incubée durant 1 heure. Les anticorps 

utilisés sont un anti-gasdermine D clivé (Asp275) #36425 de 30 kDa de lapin, clone E7H9G (Cell 

Signaling technology), soit le segment généré par le clivage par la caspase-1, à une concentration 

de 1/1000, l’anticorps anti-gasdermine D total de lapin monoclonal (Cell Signaling Technology, 

E9S1X) à une concentration de 1/1000, un anticorps MPST monoclonal de souris (H-11) (Santa 

Cruz Biotechnology) utilisé à une concentration de 1/500, ainsi qu’un anti-GAPDH de lapin 
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polyclonal (Sigma, G9545) à une concentration de 1/5000. Après l’incubation avec l’anticorps 

secondaire, la membrane a été lavée 5 fois 5 minutes avec du PBS tween 0,05%. L’expression 

des protéines a ensuite été détectée par la chimiluminescence augmentée (ECL) (Perkin Elmer, 

ORT2755, ORT2655) sur un ChemiDoc (BioRad). 

2.8 Analyses 

Les analyses bio-informatiques du séquençage d’ARN ont été effectuées selon les pipelines de 

GenPipes (Bourgey et al., 2019). L’expression différentiel des gènes a été calculée avec les 

suites de logiciels DEseq2 et edgeR de Bioconductor (v. 3.5) dans R (version 3.5- R Core Team, 

2019). L’interprétation des résultats de l’incorporation du PI a été effectuée entre 2 et 5 heures 

pour la stimulation de l’inflammasome NLRP3, 20 heures pour l’inflammasome CARD8 et 8 

heures pour AIM2 sur la cinétique de 24 heures. Ces temps ont été déterminés comme étant les 

points d’activation optimaux de l’incorporation du PI dans la condition contrôle positive pour 

l’activation de l’inflammasome et les résultats des traitements ont été normalisés selon cette 

condition. Les analyses statistiques pour les cinétiques de fluorescence et les lectures de 

luminescence ont été effectuées sur le logiciel GraphPad Prism 9 avec des analyses ANOVA, 

avec des tests multiples Holm-Sidak’s. Les valeurs de p-value sont représentées ainsi : * ≤ 0,05, 

** ≤ 0,01, *** ≤ 0,001, **** ≤ 0,0001.





 

 

3 Résultats 

3.1 Identification de la protéine MPST comme régulateur potentiel de 
l’inflammasome  

Afin d’identifier des régulateurs de la signalisation de l’inflammasome lors d’infection virale, 

nous avons effectué un criblage sur des cellules HEK293T-ASC infectées par le virus Sendai. 

Les cellules étaient reconstituées pour exprimer une protéine adaptatrice ASC couplée à une 

protéine fluorescente verte GFP (Fernandes-Alnemri et al., 2007). Ceci permet d’observer 

l’oligomérisation de cette protéine par microscopie à fluorescence. Ainsi, en absence d’infection, 

la protéine se retrouve dispersée dans le cytoplasme, alors que l’infection par le virus Sendai 

active l’inflammasome AIM2 et mène à l’oligomérisation de ASC, visible par des oligomères GFP 

dans les cellules (Figure 3a). Le criblage a permis de déterminer quels gènes ont un effet sur la 

formation de l’inflammasome. Ainsi, si les gènes ciblés par les siRNA régulent de manière 

négative la formation de l’inflammasome, l’inhibition de leur expression devrait mener à une 

augmentation des oligomères d’ASC observable à la suite de l’infection virale. De ce criblage, 

nous avons pu identifier plusieurs régulateurs déjà connus, dont la protéase mitochondriale 

HTRA2 (Rodrigue-Gervais et al., 2018). Toutefois, la protéine MPST a ressorti comme un 

nouveau régulateur négatif de l’oligomérisation d’ASC et de la sécrétion d’IL-1β suite à l’infection 

par un respirovirus de la famille Paramyxoviridae, soit un virus ARN à polarité négative non 

segmenté (Figure 3b-c). En effet, la régulation négative de l’expression de cette protéine mène à 

une augmentation du nombre d’oligomères d’ASC et de la sécrétion d’IL-1 β. À la suite de ce 

criblage, nous avons effectué un séquençage d’ARN sur les cellules infectées durant 6 heures 

ou 18 heures. Ceci nous a permis de déterminer si les gènes identifiés par le criblage sont bien 

exprimés de manière basal dans le modèle cellulaire et si l’expression de ceux-ci est affectée par 

l’infection. Entre autres, nous pouvons voir l’expression des différents gènes impliqués dans la 

production de sulfure d’hydrogène dans les cellules, comme CTH, qui code pour l’enzyme CSE, 

GOT1 et GOT2, codant pour CAT, ainsi que MPST et SQOR (Figure 3d).  



36 

 

 

Figure 3.1 Identification de la protéine MPST comme modulateur de la pyroptose 
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A) Modèle expérimental pour l’identification de modulateurs potentiels de l’inflammasome. L’utilisation de 
cellules HEK293T-ASC permet d’observer par microscopie la formation d’oligomères à la suite d’une infection 
par le virus respiratoire murin Sendai. B) Nombre d’oligomères ASC après infection dans des HEK293T-ASC 
ciblées par des petits ARN interférents. Différents siRNA démontrent différents profils de modulation sur la 
formation d’oligomères d’ASC. C) Sécrétion d’IL-1β après infection avec le virus Sendai dans des HEK293T-
ASC ciblées par siRNA.  D) Modulation de l’expression de gènes mitochondriaux lors d’infection virale. 
Log2CPM est le niveau d’expression normalisé provenant du séquençage d’ARN à 0, 6 et 18h post-infection. 
E) Cinétique d’incorporation du PI lors de l’activation de l’inflammasome NLRP3.  Courbes représentants la 
moyenne. F) Cinétique d’incorporation du PI lors de l’activation de l’inflammasome NLRP3 en absence de la 
protéine MPST. Courbes représentants la moyenne. G) Efficacité des lentivirus. Expression de la protéine 
MPST après transduction de lentivirus. 

3.2 Activation de l’inflammasome NLRP3 

Dans un premier temps, nous avons mesuré l’activation de la voie NLRP3 dans notre 

modèle cellulaire. Pour ce faire, nous avons mesuré en cinétique l’intensité de l’incorporation du 

PI après stimulation des macrophages humains THP-1 avec la nigericine. Nous pouvons voir que 

les cellules contrôles, soit non traitées, n’incorpore pas le marqueur fluorescent, alors que la 

stimulation par la nigericine permet une augmentation de plus de 50% du signal (Figure 3.1e). 

Ensuite, afin de s’assurer que l’incorporation du PI dans les cellules est bien dû à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3, nous avons utilisé l’inhibiteur spécifique de la caspase-1, soit le VX765, 

et celui du senseur NLRP3, soit le MCC950. Nous pouvons voir une diminution de l’incorporation 

du PI lors des traitements avec MCC950 et VX765, indiquant que la formation des pores 

permettant l’incorporation du PI induite par la nigericine est bien dû à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 (Figure 3.1e). 

3.3 Effet de la protéine MPST sur l’activation de l’inflammasome NLRP3 

Afin de déterminer le rôle de la protéine MPST dans la pyroptose induite par 

l’inflammasome NLRP3, nous avons tout d’abord utilisé des lentivirus ciblant cette protéine afin 

de faire un knockdown de son expression. Les 2 lentivirus ciblant MPST mène à une 

augmentation de l’incorporation du PI dans les macrophages suite à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 par la nigericine (Figure 3.1f). Les knockdowns ont été validés par 

Western Blot, où l’expression de la protéine est bel et bien diminuée par les lentivirus (Figure 

3.1g). Le lentivirus MPST1 semble être le plus efficace pour inhiber l’isoforme mitochondrial de 

la protéine, soit celui à 33 kDa. Ceci concorde avec l’effet observé lors de la cinétique, soit que 

le lentivirus le plus efficace pour inhiber la protéine entraîne la plus grande augmentation de 

l’incorporation du PI après l’activation de l’inflammasome NLRP3.  

Par la suite, nous avons utilisé l’inhibiteur pharmacologique de l’activité enzymatique de 

MPST, soit l’I3MT-3 (Abdollahi Govar et al., 2020; Augsburger et al., 2020; Panagaki et al., 2020).  
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Figure 3.3 Effet de l’inhibition de l’activité catalytique de la protéine MPST sur les pores pyroptotiques 

Inhibition de l’activité catalytique de la protéine MPST par le composé I3MT-3, utilisé à une dose de 54,4 µM, 
après traitement avec la nigericine, utilisé à une dose de 20 µM. Le composé VX765, utilisé à 100 µM, est un 
contrôle positif de l’inhibition de la pyroptose. RFU (relative fluorescence units) normalisé sur cellules 
stimulées par la nigericine sans prétraitement. N=3 moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 

 

L’inhibition de l’activité de la protéine MPST permet d’augmenter l’incorporation du PI dans 

les cellules de manière significative et l’utilisation du I3MT-3 seul n’a pas d’effet cytotoxique, 

représenté par l’absence de l’incorporation du PI dans les cellules prétraitées avec l’I3MT-3 mais 

pas stimulées à la nigericine (Figure 3.3). En effet, le prétraitement des macrophages avec 

l’inhibiteur catalytique de MPST augmente de plus de 50% l’incorporation du PI en contraste avec 

l’activation seule de l’inflammasome NLRP3. L’inhibition de la caspase-1 induit une diminution de 

près de 75% de l’incorporation du PI suite à l’activation de l’inflammasome, suggérant 

l’importance de cette protéase dans la voie NLRP3. 

3.4 Effets de donneurs de sulfure d’hydrogène sur l’inflammasome NLRP3 

Des études précédentes ont démontré que le H2S produit par l’enzyme CSE inhibe 

l’inflammasome (Castelblanco et al., 2018). Cette enzyme, bien que généralement retrouvé au 

cytoplasme, est connu pour transloquée à la mitochondrie en réponse au stress (Fu et al., 2012). 



39 

Ainsi, suite aux observations des précédents résultats obtenus, soit que la déplétion génétique et 

l’inhibition de l’activité catalytique de la protéine MPST bloque l’activation de l’inflammasome 

NLRP3, nous avons voulu tester si cela implique la production de H2S mitochondrial. Nous avons 

donc évalué l’effet de la compartimentalisation d’un donneur d’H2S à libération lente soit au 

cytoplasme ou à la mitochondrie, en traitant des macrophages avec les donneurs GYY4137 et 

AP39, respectivement. 

3.4.1 Donneur générique lent d’H2S : GYY4137 

Pour répondre à cette question, nous avons tout d’abord utilisé un donneur d’H2S 

générique à libération lente, le GYY4137, à diverses concentrations, variant entre 0,01 mM 

jusqu’à 1 mM. 
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Figure 3.4.1 Modulation des pores pyroptotiques NLRP3-dépendants via le donneur d’H2S GYY4137 

Effets de différentes doses du donneurs d’H2S GYY4137 sur l’incorporation du PI dans les cellules traitées 
avec la nigericine à 20 µM. Le composé VX765, utilisé à 100 µM, est un contrôle positif de l’inhibition des pores 
pyroptotiques. RFU (relative fluorescence units) normalisé sur cellules stimulées par la nigericine sans 
GYY4137. N=6, moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 

 

Ce donneur semble être apte à inhiber l’incorporation du PI seulement à une dose de 1mM 

(Figure 3.4.1). En effet, les doses de 0,01 et 0,1 mM n’affectent pas la formation de pores induits 

par la stimulation à la nigericine. Toutefois, la dose de 1 mM est cytotoxique, indiqué par une 

augmentation l’incorporation du PI dans les cellules non traitées à la nigericine de 50%. En effet, 
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l’intensité du traitement GYY4137 à 1 mM seul n’est pas statistiquement différent du traitement 

1mM avec stimulation à la nigericine. 

3.4.2 Donneur lent d’H2S ciblé à la mitochondrie : AP39 

Pour imiter le rôle de MPST, nous avons utilisé un donneur possédant une séquence de 

ciblage à la mitochondrie, AP39, permettant de libérer le H2S spécifiquement au niveau de cette 

organelle (Szczesny et al., 2014). 
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Figure 3.4.2 Modulation des pores pyroptotiques NLRP3-dépendants via le donneur d’H2S mitochondrial 
AP39 

Effets de différentes doses du donneurs d’H2S mitochondrial AP39 sur l’incorporation du PI dans les cellules 
traitées avec la nigericine à 20 µM. RFU (relative fluorescence units) normalisé sur cellules stimulées par la 
nigericine sans AP39. N=4 moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 

 

Ce donneur mitochondrial peut inhiber l’incorporation du PI de manière significative sans 

cytotoxicité (Figure 3.4.2). Une dose de 50 µM a été déterminer pour atteindre plus de 50% 

d’inhibition de la formation des pores pyroptotiques induits par l’inflammasome NLRP3. Ainsi, ces 

résultats démontrent que le H2S mitochondrial, via le donneur AP39, peut inhiber l’incorporation 

du PI, qui reflète la formation de pores pyroptotiques, à des doses plus faibles que le donneur 

GYY4137 et ce, sans être cytotoxique. 
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3.5 Spécificité du rôle du sulfure d’hydrogène dans la voie de la pyroptose  

Puisque les expériences précédentes ont toutes été effectuées sur la voie NLRP3, nous 

nous sommes ensuite demandé si l’effet du donneur d’H2S mitochondrial sur la pyroptose est 

spécifique à ce senseur d’inflammasome ou s’il peut agir sur plus d’un inflammasome. En effet, 

il est connu que le sulfure d’hydrogène généré par l’enzyme CSE module l’inflammasome AIM2 

(Castelblanco et al., 2018). Ce senseur est également impliqué dans la réponse à l’infection par 

le virus Sendai, le modèle viral utilisé lors de l’identification de la protéine MPST. 

3.5.1 Modulation de l’inflammasome CARD8 par le sulfure d’hydrogène 
mitochondrial 

Pour ce faire, nous avons tout d’abord observé l’effet d’AP39 sur la voie CARD8, activé 

par le talabostat. Le composé VX765 a été également utilisé comme contrôle pour cette voie. 
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Figure 3.5.1 Induction de pores pyroptotiques par l’inflammasome CARD8  

Effet du H2S mitochondrial, via le donneur AP39 utilisé à une concentration de 50 µM, sur les pores 
pyroptotiques induits par l’inflammasome CARD8, activé par le composé talabostat utilisé à une concentration 
de 1 µM. Le composé VX765, utilisé à 100 µM, est un contrôle positif de l’inhibition de la pyroptose. RFU 
(relative fluorescence units) normalisé sur cellules stimulées par le talabostat sans prétraitement. N=4 
moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 

 

L’inhibition de la caspase-1 par le VX765 affecte l’incorporation du PI engendré par 

l’activation de l’inflammasome CARD8 de plus de 50% (Figure 3.5.1). Toutefois, le sulfure 

d’hydrogène mitochondrial ne diminue pas la formation de pores pyroptotiques induite par cette 
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voie. En effet, AP39 semble plutôt avoir un effet contraire sur cette voie, démontré par une 

augmentation de l’incorporation du PI à la suite de l’activation de cet inflammasome. 

3.5.2 Modulation de l’inflammasome AIM2 par le sulfure d’hydrogène 
mitochondrial 

Nous avons également étudié la voie AIM2, un inflammasome reconnaissant l’ADN et 

nécessitant le recrutement de la protéine ASC, comme l’inflammasome NLRP3. 
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Figure 3.5.2 Induction de pores pyroptotiques par l’inflammasome AIM2 

Effet du H2S mitochondrial, via le donneur AP39 utilisé à une concentration de 50 µM, sur les pores 
pyroptotiques induits par l’inflammasome AIM2, activé par le poly(dA:dT), utilisé à une concentration de 0,625 
µg/ml. Le composé VX765, utilisé à 100 µM, est un contrôle positif de l’inhibition de la pyroptose. RFU (relative 
fluorescence units) normalisé sur cellules stimulées par le poly(dA :dT) sans prétraitement. N=8 moyenne ± 
erreur standard de la moyenne (SEM). 

 

Cette voie de l’inflammasome active bien la formation de pores pyroptotiques de manière 

caspase-1 dépendante, démontré par la diminution de plus de 30% de l’incorporation du PI suite 

au traitement avec le VX765 (Figure 3.5.2). De plus, le traitement avec le donneur de sulfure 

d’hydrogène mitochondrial AP39 diminue significativement l’incorporation du PI dans les cellules, 

à un niveau similaire à celui engendré par le traitement avec l’inhibiteur VX765. 
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Ces résultats démontrent que AP39 inhibent les voies des inflammasome NLRP3 et AIM2 

spécifiquement, et pas la voie CARD8. Ceci suggère que le H2S mitochondrial affecte les voies 

des inflammasomes ASC-dépendants. 

3.5.3 Rôle du sulfure d’hydrogène mitochondrial sur l’oligomérisation d’ASC 

Puisque AP39 semble moduler spécifiquement les inflammasomes ASC-dépendants, 

nous nous sommes demandé s’il peut moduler cette protéine directement. Ainsi, nous avons 

regardé l’oligomérisation de cette protéine après une stimulation par la nigericine. Nous avons 

utilisé l’inhibiteur I3MT-3 et le donneur AP39 afin de déterminer l’implication de la protéine MPST 

sur cette étape de la formation de l’inflammasome. 
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Figure 3.5.3 Oligomérisation d’ASC après activation de l’inflammasome NLRP3  

A) Oligomérisation de la protéine adaptatrice ASC après activation de l’inflammasome NLRP3 par la nigericine, 
utilisé à 20 µM, durant 30min, 1h ou 2h. L’I3MT-T a été utilisé à 54,4 µM et l’AP39 à 50 µM. Chaque oligomère 
est encerclé en blanc. Imagerie sur microscope électronique E800 à 20X. B) Pourcentage du nombre 
d’oligomères d’ASC normalisé sur le nombre de cellules. N=6 moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 
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Ces résultats nous indiquent que l’inhibition de l’activité catalytique de la protéine MPST 

augmente significativement la formation des oligomères d’ASC, alors que l’ajout de sulfure 

d’hydrogène mitochondrial via AP39 inhibe cette étape (Figure 3.5.3). La stimulation de 

l’inflammasome NLRP3 durant 2 heures mène à la formation d’oligomères dans près de 10% des 

cellules, alors que le prétraitement avec l’I3MT-3 augmente significativement ce pourcentage, soit 

de près de 5% (Figure 3.5.3). Le H2S mitochondrial est donc capable d’inhiber la formation 

d’oligomères d’ASC. Ces résultats nous indiquent que l’inhibition de l’activité catalytique de la 

protéine MPST augmente significativement la formation des oligomères d’ASC, alors que l’ajout 

du donneur AP39 inhibe cette étape 

3.6 Mécanisme d’action du sulfure d’hydrogène mitochondrial sur les voies pro-
inflammatoires 

Nous avons ainsi pu démontrer que le H2S mitochondrial inhibe l’induction des pores 

pyroptotiques induite par les inflammasomes ASC-dépendants et affecte l’oligomérisation d’ASC. 

Cependant, nous avons voulu déterminer si ce gaz peut affecter d’autres étapes de la voie de la 

pyroptose.  

3.6.1 Effet du sulfure d’hydrogène mitochondrial sur la caspase-1 

Ainsi, nous nous sommes penchés sur l’activité catalytique de la caspase-1. Nous avons détecté 

son activité dans les lysats de cellules ayant activées l’inflammasome NLRP3, ainsi que dans le 

surnageant. En effet, la caspase-1 peut être libérée par les pores membranaires formés lors de 

la pyroptose (Baroja-Mazo et al., 2014). 
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Figure 3.6.1.1 Activité catalytique de la caspase-1 dans le lysat cellulaire suite à l’activation de 
l’inflammasome NLRP3 

Effet du donneur d’H2S mitochondrial AP39, utilisé à une concentration de 50 µM, sur l’activité catalytique de 
la caspase-1 dans le lysat cellulaire lors de l’activation de l’inflammasome NLRP3 par 20 µM de nigericine. RLU 
(relative luminescence units) normalisé sur cellules stimulées par la nigericine sans prétraitement. N=2 
moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 

 

L’activation de l’inflammasome NLRP3 induit bel et bien une augmentation de l’activité de 

la caspase-1 au niveau intracellulaire et l’ajout de l’inhibiteur pharmacologique spécifique VX765 

induit une réduction significative de celle-ci, soit près de 75% (Figure 3.6.1.1). Cependant, le 

prétraitement avec AP39 ne réussit pas à affecter l’activité catalytique de la caspase-1 au niveau 

intracellulaire. 
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Figure 3.6.1.2 Activité catalytique de la caspase-1 dans le surnageant suite à l’activation de 
l’inflammasome NLRP3 

Effet du donneur d’H2S mitochondrial AP39, utilisé à une concentration de 50 µM, sur l’activité catalytique de 
la caspase-1 dans le surnageant des cellules lors de l’activation de l’inflammasome NLRP3 par 20 µM de 
nigericine. RLU (relative luminescence units) normalisé sur cellules stimulées par la nigericine sans 
prétraitement. N=2 moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 

 

La nigericine permet également une augmentation de l’activité de la caspase-1 qui est 

sécrétée dans le surnageant. Les résultats de l’AP39 sur l’activité catalytique de la caspase-1 

diffèrent toutefois au niveau extracellulaire. En effet, même si l’activité de la caspase-1 n’est pas 

affectée au niveau intracellulaire, celle-ci est diminuée dans le surnageant, et ce, de manière 

significative (Figure 3.6.1.2). En effet, l’inhibiteur spécifique VX765 diminue l’activité catalytique 

de plus de 75%, et le donneur AP39 permet une inhibition similaire. Ainsi, le sulfure d’hydrogène 

mitochondrial ne semble pas affecter directement l’activité catalytique de la caspase-1, mais 

plutôt d’inhiber la sécrétion de la caspase-1 active dans le surnageant des cellules ayant activées 

l’inflammasome NLRP3. 

3.6.2 Effet du sulfure d’hydrogène mitochondrial sur la protéine gasdermine D 

Puisque l’ajout du sulfure d’hydrogène mitochondrial semble inhiber la sécrétion de la 

caspase-1 active, nous nous sommes penchés sur l’une des étapes subséquentes à l’activation 

de la caspase-1, soit le clivage de la protéine gasdermine D. Nous avons donc activé 
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l’inflammasome NLRP3 et avons détecté la présence de la protéine gasdermine D clivée dans 

les cellules après 30 minutes, 1, 2 ou 4 heures après l’activation de l’inflammasome. 

 

 

Figure 3.6.2 Clivage de la protéine gasdermine D lors de l’activation de l’inflammasome NLRP3 

Effet du donneur d’H2S mitochondrial AP39, utilisé à une concentration de 50 µM, sur le clivage de la 
protéine gasdermine D après activation de l’inflammasome NLRP3 par la nigericine, utilisée à 20 µM. 

 

Ces résultats démontrent, dans un premier temps, que le clivage de la protéine GSDMD 

semble s’effectuer 30 minutes après l’activation de l’inflammasome, avec un pic d’activation entre 

1 et 2 heures (Figure 3.6.1.2). De plus, le sulfure d’hydrogène mitochondrial inhibe le clivage de 

la protéine gasdermine D après l’activation de l’inflammasome NLRP3, observé par une baisse 

de la protéine GSDMD clivée après 30 minutes, 1 et 2 heures.  L’effet d’AP39 semble être moins 

significatif après 4 heures d’activation



 

 

4 Discussion 

4.1 Rôle de la protéine MPST sur l’inflammasome 

Nos recherches nous ont donc permis d’identifier une voie de régulation de la mort cellulaire 

pyroptotique. Nous avons tout d’abord identifié, grâce à un criblage et un séquençage d’ARN, 

plusieurs régulateurs potentiels de l’inflammasome suite à une infection virale activant la voie 

AIM2. La sulfurtransférase mitochondriale MPST a été alors identifiée comme un régulateur 

négatif (Figure 3.1 b-c). Cette protéine a particulièrement attiré notre attention puisque c’est l’une 

des trois enzymes cellulaires connues produisant du sulfure d’hydrogène, un gazotransmetteur 

préalablement identifié comme régulateur négatif de la voie de la pyroptose (Castelblanco et al., 

2018). 

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer l’implication de la protéine MPST sur 

l’induction de la pyroptose par l’inflammasome NLRP3 dans des macrophages humains. Ce type 

cellulaire a été choisi puisqu’il possède un rôle majeur comme première ligne de défense lors de 

diverses infections virales (Schulz et al., 2017). L’utilisation du marqueur PI nous permet 

d’observer la formation des pores membranaires. Le PI a été préféré à la détection de la sécrétion 

d’IL-1β puisque ce marqueur nous permet plus facilement d’observer la pyroptose en cinétique. 

Celui-ci est également un marqueur plus précoce de la formation des pores pyroptotiques. Le 

niveau d’IL-1β sécrété est toutefois intéressant et devra être évalué dans de futures expériences. 

Le choix de ce marqueur implique cependant que la fluorescence détectée ne reflète pas tout à 

fait la pyroptose. En effet, il est possible que les cellules génèrent des pores, mais des 

mécanismes de réparation empêchent la lyse cellulaire. Toutefois, l’incorporation du PI est 

affectée par la présence des inhibiteurs de NLRP3 ou de la caspase-1, soit le MCC950 et le 

VX765 respectivement (Figure 3.1e). Ceci démontre l’implication de la voie de l’inflammasome 

NLRP3 sur le signal détecté. L’inhibiteur MCC950 a toutefois un effet partiel sur la pyroptose, 

comme l’on peut voir durant une stimulation prolongée par la nigericine (Figure 3.1e). La 

formation de pores pyroptotiques n’est donc pas complètement bloquée et d’autres mécanismes 

peuvent être enclenchés. Il est également connu que la nigericine peut activer l’inflammasome 

NLRP1 (Fenini et al., 2018). L’incorporation du PI a des temps plus tardifs suite au traitement 

avec la nigericine pourrait ainsi être dû à la stimulation de cet inflammasome. Toutefois, l’analyse 

a été effectuée à des temps précoces après l’ajout de la nigericine, soit entre 2 et 3 heures, et 

cet intervalle de temps comporte la fenêtre inhibitrice du composé MCC950. De plus, l’inhibiteur 

VX765 n’est pas le composé le plus spécifique contre la caspase-1. En autres, l’inhibiteur YVAD 
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est plus efficace à inhiber la caspase-1 (Garcia-Calvo et al., 1998). Néanmoins, les résultats de 

la figure 3.6.1.1 et 3.6.1.2 démontrent que l’activité catalytique de celle-ci est bel et bien inhibée 

par le VX765. 

L’implication de la protéine MPST dans la voie NLRP3 a été déterminé grâce à l’utilisation 

de lentivirus induisant un knockdown par ARN interférant ainsi qu’à l’aide de l’inhibiteur I3MT-3, 

qui bloque spécifiquement son activité catalytique. La dose utilisée de cette drogue, soit 54,4 µM, 

représente près de trois fois plus que l’IC50 calculé chez l’humain. Toutefois, cet IC50 a été 

déterminé pour l’inhibition de la production d’H2S par une protéine recombinante in vitro, et non 

directement l’activité catalytique de la protéine. De plus, cet inhibiteur est 5 fois plus efficace pour 

la variante MPST murine que pour celle humaine (Hanaoka et al., 2017). Nous avons toutefois 

pu démontrer que l’inhibition de l’activité catalytique de la protéine MPST à cette concentration 

d’I3MT-3, ainsi que par les lentivirus, permet une augmentation de l’induction des pores induits 

par l’activation de l’inflammasome NLRP3, sans effet cytotoxique de la drogue elle-même (Figure 

3.1f et 3.3). En effet, nous pouvons voir que l’I3MT-3 augmente de près de 50% l’incorporation 

du PI et que le lentivirus permettant la plus forte diminution de l’expression de MPST, soit MPST1, 

est le plus efficace pour augmenter l’incorporation du PI (Figure 3.1 f-g et 3.3). Il serait intéressant 

de produire des THP-1 knockout via CRISPR-Cas9 et de réintroduire l’expression d’une forme 

mutante du site catalytique de MPST afin de confirmer l’importance de l’activité catalytique de 

cette protéine dans la pyroptose.  

4.2 Impact de la localisation du sulfure d’hydrogène 

Par la suite, nous nous sommes demandé si la localisation intracellulaire du sulfure 

d’hydrogène peut modifier son effet sur la voie pyroptotique. Il a déjà été démontré que sa 

génération par l’enzyme CSE permet d’inhiber l’inflammasome et que celle-ci peut être retrouvée 

au niveau mitochondrial lors de stress (Fu et al., 2012). Nous avons donc utilisé le composé 

GYY4137, permettant la libération lente du H2S, et l’AP39, également un donneur de H2S mais 

possédant une séquence de localisation à la mitochondrie, soit le motif triphenylphosphonium 

(Szczesny et al., 2014). Ce dernier nous a permis de simuler la génération de sulfure d’hydrogène 

mitochondrial par l’enzyme MPST. Le composé AP39 s’est avéré plus efficace que le GYY4137 

pour réduire la formation des pores pyroptotiques et ce, à des doses plus faibles et sans 

cytotoxicité (Figure 3.4.1- 3.4.2).  En effet, le GYY4137 induit de la cytotoxicité à 1 mM. Ceci 

pourrait s’expliquer par une trop grande quantité d’H2S non compartimentalisé au niveau 

intracellulaire. L’effet antiviral du GYY4137 observé dans d’autres études, où celui-ci était utilisé 
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à des doses plus fortes que celle utilisée dans ces expériences, soit entre 5 et 10 mM, serait 

possiblement dû à sa toxicité ou au dérèglement de plusieurs fonctions cellulaires (Li et al., 2015). 

Ces résultats démontrent que la localisation du sulfure d’hydrogène à la mitochondrie est 

importante pour sa régulation de l’inflammasome NLRP3. Il est possible que ce rôle mitochondrial 

de ce gaz est principalement dû à la protéine MPST, car c’est celle-ci qui est principalement 

exprimée dans le modèle cellulaire utilisé (Tomita et al., 2016). Ceci pourrait également impliquer 

que le rôle inhibiteur de CSE précédemment démontré serait dû à sa localisation mitochondrial. 

Afin de déterminer l’implication de chacune de ces 2 protéines mitochondriales sur la pyroptose, 

des approches génétiques de knockdown pour l’enzyme MPST et CSE ainsi qu’un double 

knockdown serait intéressant à produire. 

4.3 H2S mitochondrial et les inflammasome ASC-dépendants  

Suivant ces résultats, nous avons voulu déterminer si les effets du donneur AP39 étaient 

spécifique à la réponse NLRP3, ou bien si nous pouvons l’observer sur d’autres inflammasomes. 

Ainsi, nous avons activer la voie CARD8 avec le talabostat. L’activation de cette voie mène bien 

à une pyroptose caspase-1 dépendante, mesurée après 20 heures de stimulation (Figure 3.5.1). 

Le talabostat n’active pas aussi vite la voie de l’inflammasome que la nigericine. L’induction de la 

mort cellulaire pyroptotique par le talabostat peut prendre plusieurs heures, alors que nous avons 

mesuré l’incorporation du PI sur une cinétique de seulement 24 heures. En effet, une étude a 

démontré que l’effet du talabostat sur la viabilité cellulaire des THP-1 est détectable après plus 

de 100 heures (Johnson et al., 2018). Notre cinétique n’était donc pas optimale afin de détecter 

l’incorporation du PI après l’activation de cet inflammasome. L’ajout du donneur de sulfure 

d’hydrogène n’inhibe toutefois pas la pyroptose induite par l’inflammasome CARD8 selon notre 

cinétique. Contrairement à la voie NLRP3, le H2S mitochondrial augmente plutôt l’incorporation 

du PI dans les cellules à la suite de l’activation de l’inflammasome CARD8 (Figure 3.5.1). De plus, 

le traitement avec l’AP39 seul n’est pas toxique en soit au début, mais nous pouvons observer 

une légère augmentation de l’incorporation du PI au fil du temps. Cette augmentation est 

également observable avec le traitement VX765 seul (résultats non montrés). Ceci peut être 

expliqué par un stress cellulaire engendré par la présence prolongée de la drogue dans le milieu 

cellulaire, activant des voies de signalisation menant à l’incorporation du marqueur fluorescent 

de manière indépendante de l’inflammasome. Il est également possible qu’un stress est induit 

par la phototoxicité des fluorophores lors des lectures en cinétique, qui se font en condition sans 
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CO2. Il serait donc important d’observer l’effet de l’AP39 sur la voie CARD8 à des temps 

prolongés afin de mieux déterminer son effet sur l’activation de cet inflammasome.  

Pour activer la voie de l’inflammasome AIM2, de l’ADN poly(dA:dT) a servi d’agoniste. Cet 

inflammasome est affecté par le sulfure d’hydrogène mitochondrial. En effet, l’AP39 diminue la 

formation des pores à un niveau similaire que le VX765 (Figure 3.5.2). Cet inflammasome, 

contrairement à CARD8, est dépendant de la protéine ASC pour sa formation. Ainsi, nous avons 

pu démontrer que le H2S mitochondrial permet d’inhiber l’induction de pores pyroptotique induite 

par les inflammasomes dont le senseur nécessite la présence de la protéine adaptatrice ASC, 

soit NLRP3 et AIM2. Cette inhibition de la voie de l’inflammasome pourrait donc se faire via la 

protéine adaptatrice ASC. Ceci a été vérifié dans un modèle de THP-1-ASC avec des 

prétraitements d’I3MT-3 ou d’AP39 avant l’ajout de nigericine. Un prétraitement avec AP39 

permet d’inhiber la formation d’oligomères d’ASC, tandis que l’inhibition de la protéine MPST 

mène à une augmentation suite à l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Figure 3.5.3). Cette 

expérience a également été reproduite 3 fois sur une plateforme de cinétique Cytation 5 (BioTek) 

par un membre indépendant du laboratoire, confirmant les résultats obtenus. Ces données 

concordent avec les résultats du criblage, où l’absence de la protéine MPST augmente la 

formation d’oligomères lors de l’activation de l’inflammasome AIM2 (Figure 3.1b). 

L’oligomérisation d’ASC est un mécanisme important pour l’activation de ces 

inflammasomes et ceci nécessite la phosphorylation de la protéine. Ceci arrive après l’activation 

des voies Syk et Jnk, 2 voies importantes pour l’activation des inflammasomes NLRP3 et AIM2 

(Hara et al., 2013). Les ROS peuvent induire la phosphorylation de Syk et activer les 

subséquentes voies de signalisation (Patterson et al., 2015). L’inhibition des voies Syk et Jnk 

bloque la formation d’oligomères d’ASC sans toutefois affecter l’interaction avec NLRP3. De plus, 

il a été démontré que le H2S peut inhiber la phosphorylation de Syk (Marino et al., 2016). La 

modulation des inflammasomes ASC-dépendants par le H2S mitochondrial pourrait alors se faire 

en inhibant la production de mtROS, diminuant la phosphorylation de Syk, et donc la 

phosphorylation d’ASC, empêchant la formation de l’inflammasome. Il est également possible 

que cette régulation s’effectue directement sur des cystéines d’ASC. En effet, il a été démontré 

que la protéine ASC est régulée par déglutathionylation et que cette modification est importante 

pour l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Li et al., 2021). 

L’effet ASC-dépendant du sulfure d’hydrogène mitochondrial pourrait également s’expliquer 

par le fait que la formation du complexe de ces inflammasomes a lieu au niveau de la 

mitochondrie, où le senseur et la protéine ASC peuvent s’oligomériser (Zhou et al., 2011). De 
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plus, la translocation du senseur NLRP3 actif au niveau de la mitochondrie entraîne la perte de 

l’intégrité mitochondriale et ceci est important afin d’induire la pyroptose (Wang et al., 2019b). 

Ainsi, le H2S mitochondrial pourrait jouer au niveau de la formation de l’inflammasome à la 

mitochondrie en affectant l’intégrité mitochondriale. L’observation en microscopie des 

mitochondries via un marqueur de type MitoTracker suite au prétraitement avec les différents 

donneurs d’H2S et à l’activation des différents inflammasomes pourrait nous permettre de 

déterminer l’effet de la localisation de ce gaz sur l’intégrité mitochondrial. 

4.4 H2S mitochondrial, caspase-1 et gasdermine D 

Puisque les données précédentes nous ont permis d’établir le rôle du sulfure d’hydrogène 

mitochondrial dans la voie de la mort pyroptotique et sa modulation de l’oligomérisation d’ASC, 

nous nous sommes ensuite demandé s’il pourrait également agir à d’autres étapes de la 

pyroptose afin d’exercer son rôle de régulateur négatif. Il est connu que le sulfure d’hydrogène 

peut modifier des cystéines par la modification post-traductionnelle S-sulfhydration et que la 

caspase-1 possède une cystéine dans son site actif, soit la Cys163. La modification de celle-ci 

par le H2S mitochondrial pourrait entraîner la modulation de l’activité catalytique de la caspase-1. 

De plus, il a déjà été démontré que les cystéines 362 et 397 peuvent être oxydées par les ROS, 

inhibant l’activité de la caspase-1 (Meissner et al., 2008). La modulation de l’état d’oxydoréduction 

d’une cystéine dans le site actif de la caspase-1 pourrait ainsi affecter son activité. 

Nous nous sommes donc penchés sur la caspase-1, l’effecteur de la pyroptose. Pour ce 

faire, nous avons détecter l’activité catalytique de cette protéase dans les cellules et dans le 

surnageant, en mesurant la bioluminescence générée par le clivage de Z-WEHD-aminoluciférine 

par la caspase-1, générant l’aminoluciférine, un substrat de la luciférase. Le traitement avec le 

VX765 inhibe de manière significative l’activité de la caspase-1 retrouvée dans les cellules et 

dans le surnageant (Figure 3.6.1.1-3.6.1.2). Le donneur d’H2S mitochondrial, quant à lui, n’inhibe 

pas l’activité catalytique de la caspase-1 détectée dans les cellules. Au contraire, il semble y avoir 

une légère augmentation de l’activité catalytique lors du traitement avec l’AP39. Néanmoins, 

l’activité mesurée dans le surnageant est diminuée significativement par l’AP39 (Figure 3.6.1.2). 

Ceci semble indiquer que le sulfure d’hydrogène mitochondrial n’affecte pas directement l’activité 

de la caspase-1, mais plutôt sa sécrétion dans le milieu extracellulaire. Ainsi, le H2S affecterait 

plutôt la formation des pores membranaires générés par la protéine GSDMD, empêchant la sortie 

du contenu intracellulaire. Ceci concorde avec l’augmentation de l’activité catalytique détectée 

dans les cellules, puisque si AP39 bloque la formation de pores, la caspase-1 active ne peut pas 
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être sécrétée dans le surnageant, générant ainsi une plus grande concentration de caspase-1 

active dans le milieu intracellulaire contrairement à la condition de stimulation nigericine où la 

caspase-1 active est sécrétée. 

Nous avons voulu par la suite déterminer le rôle potentiel du sulfure d’hydrogène 

mitochondrial sur le clivage, et donc l’activation, de la protéine gasdermine D. Après une 

stimulation de l’inflammasome de 30 minutes, nous pouvons observer la présence de la protéine 

GSDMD clivée (Figure 3.6.2). La présence de la protéine GSDMD clivée augmente jusqu’à 2 

heures après l’activation de l’inflammasome NLRP3, et nous pouvons observer une baisse de 

celle-ci après 4 heures. Le donneur AP39 entraîne une diminution significative du clivage de la 

protéine GSDMD, et ce jusqu’à 2 heures après l’activation de l’inflammasome. L’inhibition du 

clivage n’est donc pas un mécanisme précoce, mais son effet semble diminuer après 4 heures 

d’activation. 

Nous avons donc pu démontrer que le sulfure d’hydrogène mitochondrial affecte la 

pyroptose induite par les inflammasomes ASC-dépendants en affectant l’oligomérisation d’ASC 

et le clivage de la protéine gasdermine D, limitant la formation de pores pyroptotiques. Ceci 

concorde avec les résultats mesurant l’incorporation du PI en cinétique, où l’intensité de 

fluorescence a été mesurée via un marqueur nécessitant la formation de pores membranaires.  

Cette inhibition du clivage de la protéine gasdermine D pourrait être expliquée par le fait 

que celle-ci peut être réguler par des modifications d’oxydation. En effet, GSDMD est plus 

susceptible à être clivée à la suite de ces modifications. Les ROS peuvent induire cette oxydation 

afin de réguler la signalisation inflammatoire. L’oxydation cible entre autres les cystéines et il a 

été démontré que la protéine gasdermine D possède 4 cystéines pouvant être oxydées à la suite 

d’un stress oxydatif. Ces cystéines se retrouvent en position 38, 56, 268 et 467 et leur modification 

permet d’augmenter l’efficacité du clivage de GSDMD par la caspase-1 (Wang et al., 2019b). La 

cystéine 191 est également la cible de modification régulant l’activité de la protéine gasdermine 

D (Humphries et al., 2020). Le sulfure d’hydrogène mitochondrial pourrait ainsi inhiber la 

génération de mtROS, diminuant ces modifications post-traductionnelles de cystéines, réduisant 

l’efficacité du clivage de GSDMD et affectant ainsi la formation de pores pyroptotiques. La 

production de H2S par MPST est en effet suggérée pouvoir neutraliser les ROS au niveau des 

mitochondries (Kimura et al., 2010). Le rôle du H2S mitochondrial serait donc d’atténuer les 

dommages oxydatifs. L’ajout de sulfure d’hydrogène mitochondrial avant l’activation de 

l’inflammasome pourrait ainsi prévenir ou diminuer la production de mtROS. L’observation du 

niveau de mtROS via le marqueur MitoSOX (Thermo #M36008) permettrait de déterminer le rôle 
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du sulfure d’hydrogène mitochondrial sur celles-ci. De plus, l’utilisation de cellules THP-1 ayant 

une protéine GSDMD comportant des mutations sur les cystéines pouvant être oxydées ou 

encore la détection de l’état d’oxydation de ces cystéines suite à l’ajout d’H2S mitochondrial et la 

stimulation de l’inflammasome NLRP3 pourrait nous indiquer plus précisément le rôle du H2S 

mitochondrial dans le clivage de la protéine gasdermine D. Ces expériences pourraient 

également se faire dans un modèle de THP-1 knockdown pour MPST, ou encore des THP-1 

ayant une protéine MPST catalytique mutante, afin de déterminer si les effets observés sont dû 

à cette protéine spécifiquement.  

Une voie aditionnelle qui serait interessante d’étudier est le métabolisme mitochondrial à 

la suite de l’ajout du donneur d’H2S mitochondrial. Les perturbations de la chaîne respiratoire 

mitochondriale affectent positivement la voie de la pyroptose via la production de mtROS 

(Nakahira et al., 2011; Zhou et al., 2011). Puisque le H2S produit par MPST sert de donneur 

d’électrons à l’enzyme SQR, qui le transfert au complexe III, aidant au maintien de la chaîne de 

transport, il serait important d’évaluer la respiration mitochondrial lors du traitement avec l’AP39 

(Lagoutte et al., 2010). En effet, si le H2S mitochondrial protège contre l’augmentation des ROS 

mitochondriaux, nous pourrons observer une conservation du métabolisme mitochondrial après 

l’activation de l’inflammasome. De plus, il a été démontré que le fumarate, un intermédaire du 

cycle de Krebs qui est accumulé lors d’un changement métabolique pour la glycolyse aérobique, 

réagit avec une cystéine de la protéine gasdermine D. La succination de cette protéine l’empêche 

d’intéragir avec les caspases, bloquant ainsi la pyroptose (Humphries et al., 2020). Ces études 

pourraient être effectuées sur une plateforme de Seahorse, nous permettant d’observer le taux 

de consommation d’oxygène (OCR) et le taux d’acidification extracellulaire (ECAR) 

simultanément à la suite du traitement avec le donneur d’H2S mitochondrial et après l’activation 

de l’inflammasome. L’utilisation de THP-1 shMPST pour complémenter cette étude serait 

d’ailleurs une option intéressante afin de déterminer l’implication de cette protéine dans le 

métabolisme mitochondrial. 

Le H2S mitochondrial pourrait également inhiber le clivage de GSDMD en bloquant 

l’oxydation des cystéines en les sulfhydratant. En effet, les cystéines sont la cible de la 

modification post-traductionnelle S-sulfhydration par le sulfure d’hydrogène. La détection de 

mtROS ainsi que l’état d’oxydation des cystéines de la protéine GSDMD seront importante à 

étudier pour mieux comprendre le mécanisme d’action du sulfure d’hydrogène mitochondrial sur 

la protéine gasdermine D. 
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Les propriétés antioxydantes du H2S semblent donc important pour son rôle de régulateur 

négatif de la voie de l’inflammasome. En effet, il a été démontré qu’en présence de ROS, un 

stimulus pouvant activer l’inflammasome NLRP3, le sulfure d’hydrogène peut induire l’expression 

de protéines antioxydantes, en induisant l’expression de Nrf2 et en augmentant sa translocation 

au noyau, permettant sa liaison avec les éléments de réponse antioxydant (AREs) (Lohninger et 

al., 2015). Cet effet antioxydant du sulfure d’hydrogène pourrait ainsi permettre de neutraliser les 

ROS. Le rôle inhibiteur du H2S mitochondrial est donc proposé provenir de l’atténuation des 

dommages oxydatifs ainsi que de la régulation des fonctions mitochondriales. 

Finalement, de futures expériences dans un modèle animal infecté pourront confirmer 

l’implication in vivo de la protéine mitochondriale MPST dans la régulation de la mort cellulaire 

suite à l’activation de l’inflammasome. De plus amples études du sulfure d’hydrogène comme 

régulateur de la mort pyroptotique permettront d’établir une meilleure compréhension des 

mécanismes d’inhibition de ces voies cellulaires, aidant aux développements de traitements 

potentiels pour des infections virales et maladies auto-inflammatoires. 



 

 

5 Conclusion  

Cette étude a ainsi permis d’identifier un nouveau régulateur négatif de la pyroptose. En effet, 

nos données indiquent que la protéine MPST, une sulfurtransférase mitochondriale, régule les 

inflammasomes ASC-dépendants via sa production d’H2S. Cette régulation semble s’effectuer à 

deux niveaux, soit l’assemblage des oligomères d’ASC ainsi que le clivage de la protéine 

gasdermine D par la caspase-1. 

 

Figure 5 Modulation de la pyroptose par le sulfure d’hydrogène mitochondrial 

Le sulfure d’hydrogène d’origine mitochondrial, généré par la sulfurtransférase MPST, inhibe l’oligomérisation 
d’ASC ainsi que le clivage de la protéine gasdermine D par la caspase-1, entraînant une diminution de la 
formation de pores membranaires, inhibant la mort pyroptotique des cellules ayant activées l’inflammasome. 
Ce régulateur négatif agit toutefois spécifiquement sur les inflammasomes ASC-dépendants, soit les 
inflammasomes NLRP3 et AIM2. 
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La localisation mitochondriale du sulfure d’hydrogène a également été relevée comme 

importante pour son rôle inhibiteur de la pyroptose. Ainsi, ceci pourrait impliquer que les 

précédentes études soulignant le rôle de l’enzyme CSE comme un inhibiteur de l’inflammasome 

serait dû à sa translocation à la mitochondrie. 

L’identification d’un nouveau régulateur de l’inflammasome est importante pour 

l’élaboration de futurs traitements pour des infections virales et des maladies auto-inflammatoires. 

En effet, MPST est une cible potentielle afin de moduler l’activation de l’inflammasome et 

permettre de réduire les dégâts inflammatoires qui ont lieu lors d’une sur-stimulation de la 

réponse inflammatoire. 

En perspective, il serait intéressant de déterminer le mécanisme d’action par lequel le sulfure 

d’hydrogène mitochondrial peut diminuer le clivage de la protéine gasdermine D et pourquoi son 

rôle de régulateur négatif semble affecter spécifiquement les inflammasomes ASC-dépendants. 

De plus, l’importance du H2S mitochondrial dans la régulation des voies inflammatoires lors 

d’infections virales devrait être étudiée pour mieux comprendre son implication dans les voies de 

signalisation plus complexes.
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