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EVOLUTIONS RECENTES EN MICROBIOLOGIE

HMGB1 : un lien entre inflammation
septique et non septique

Stéphanie Barnay-Verdier®*, Vincent Maréchal?, Chloé Borde?

La protéine HMGB1 (high mobility group box 1) a été originalement iden-
tifiée comme une protéine nucléaire capable de se fixer a I’ADN. Elle est
considérée comme un facteur architectural de la chromatine. Des travaux
récents ont pu montrer quHMGB1 pouvait étre également présente dans le
milieu extracellulaire et ont permis de caractériser les processus cellulaires
qui conduisent a la libération de la protéine. HMGB1 peut se retrouver dans
le milieu extracellulaire de deux fagons : (1) lors d’une sécrétion active par
les cellules de I'inflammation ; (2) lors d’une libération passive et rapide
lorsque les cellules meurent par nécrose. Dans ces conditions, la protéine
HMGB1 est capable d’agir comme un médiateur soluble impliqué dans la
coordination de divers mécanismes cellulaires. HMGB1 joue un rdle cru-
cial dans I'amplification de la réponse inflammatoire, dans I’établissement
de la réponse immunitaire et dans la réparation tissulaire. Cependant, la
protéine HMGB1 dans le milieu extracellulaire serait également capable
d’agir comme une cytokine pro-inflammatoire et contribuerait ainsi a la
pathogenese de différentes maladies qu’elles soient d’origine inflamma-
toire ou infectieuse.

SuMMARY

HMGBH1: a link between innate and adaptive
immunity

HMGB1 (High Mobility group box 1) protein was
originally identified as a DNA-binding protein
that functions as a structural co-factor. Recent
works demonstrated that HMGB1 can be released
outside the cell, upon immune activation or primary
cell necrosis. In the extracellular space, HMGB1
acts as a potent soluble factor that coordinates
cellular events that are crucial for the ampilification
of inflammation, establishment of early immune
responses and tissue repair. However, extracellular
HMGB1 also acts as a potent pro-inflammatory
cytokine that contributes to the pathogenesis of
diverse inflammatory and infectious disorders.

HMGB1 - inflammation - cellular death — cytokine —

HMGB1 - inflammation — mort cellulaire — cytokine — immune response — DAMP.

réponse immunitaire — DAMP.

kR Introduction

Les agents microbiens (bactéries, parasites ou virus) inte-
ragissent avec le systéme immunitaire par I'intermédiaire
de récepteurs appartenant a la famille des TLR (toll like
receptors). Ceux-ci reconnaissent, comme signaux de
danger, des motifs moléculaires issus des microorganismes
et désignés sous le nom de PAMPs (pathogen associated
molecular patterns). L'activation des TLR induit la produc-
tion de médiateurs solubles de I'inflammation, comme
les cytokines, qui interviennent dans la régulation de la
réponse immunitaire. Cependant, une réaction inflamma-
toire peut également étre provoquée par des agressions
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tissulaires non infectieuses, dites aseptiques. Divers stress
chimiques, mécaniques ou biologiques induisent invaria-
blement la libération de facteurs cellulaires dont certains
peuvent activer le processus inflammatoire et fonctionner
comme autant de signaux de danger. Cette observation a
conduit a proposer, des 2006, une nouvelle catégorie de
médiateurs solubles : les alarmines. Selon les définitions
actuelles, les alarmines ou DAMPs (damage associated
molecular patterns) constitueraient I’équivalent cellulaire
des PAMPs [1] (figure 1). Il n'y a cependant pas encore
de consensus sémantique, certains proposant de consi-
dérer les alarmines (signaux aseptiques) et les PAMPs
(signaux septiques) comme deux catégories des DAMPs
(signaux de dangers au sens large). Les caractéristiques
des alarmines ne sont pas non plus clairement définies :
il s’agirait le plus souvent de molécules qui peuvent étre
sécrétées (notamment par les cellules de I'immunité) en
réponse a des cytokines pro-inflammatoires, ou libérées
passivement par les cellules nécrotiques, dont elles signa-
leraient la présence. Cette catégorie comprend actuelle-
ment certaines cytokines comme l'interleukine IL-1B et
dans une certaine mesure I'lL-33, des protéines de choc
thermique, les défensines ou bien encore I'acide urique.
La molécule qui s’inscrit le mieux dans cette définition et
qui constitue, a ce titre, le chef de file des alarmines est la
protéine HMGB1 (high mobility group box-1), une protéine
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dont le statut n’a cessé de changer depuis sa découverte,
dans les années 70. La reconnaissance de cette nouvelle
catégorie de médiateurs solubles constitue une véritable
révolution dans notre vision de la biologie, puisqu’elle
souligne la pluri-fonctionnalité de facteurs dont la fonction
n’était connue a ce jour que dans un seul compartiment
biologique.

PA HMGBH1 : un facteur
architectural de la chromatine

Les protéines HMG constituent le principal groupe de
protéines non-histones associées a la chromatine. Elles
ont été initialement identifiées, en 1973, par H.M. Good-
win comme des composants majeurs de la chromatine,
présentant une forte mobilité sur gel d’électrophorése.
La superfamille des protéines HMG comprend trois grou-
pes : HMGA, HMGB et HMGN. Toutes les protéines de
cette superfamille, dont le poids moléculaire est compris
entre 25 et 30kDa, présentent des domaines de liaison a

Figure 1 - DAMPs, PAMPs et TLRs.
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Figure 2 — Régions structurales et fonctionnelles

de la protéine HMGB1.
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I’ADN, ou boites HMG. La protéine HMGB1 appartient,
avec HMGB2 et HMGB3, a la sous-famille HMGB;; elle
est ubiquitaire et exprimée a des niveaux particulierement
élevés (10° molécules/cellule). La conservation remarquable
de cette protéine au cours de I'évolution et le caractere
létal de son extinction chez les souris KO (knock-out) en
soulignent le caractere essentiel. La structure d’HMGBH1
s’organise autour de trois principaux domaines : deux
domaines de liaison a I’ADN (boites A et B) et une extrémité
C-terminale constituée d’acides aminés acides (boite C).
Deux domaines de localisation nucléaires (NLS1 et NLS2)
contrélent sa translocation nucléaire, et deux clusters de
lysines, qui peuvent étre ou non acétylés, contrdleraient sa
sécrétion (figure 2). HMGB1 s’associe de fagon trés labile a
I’ADN de forme B et manifeste une affinité plus importante
pour des structures courbes de ’ADN (hémicaténanes,
ADN cruciforme) sans spécificité de séquence. Dans le
noyau, HMGB/1 interagirait avec les histones et modifierait
la topologie et/ou I'accessibilité de certaines régions de
I’ADN. Ceci permettrait de faciliter la fixation de facteurs
de transcription, de réplication ou de recombinaison. Si
HMGB1 peut établir des interactions de forte affinité avec
I’ADN cis-platiné ou, pour des raisons différentes, avec la
chromatine des cellules apoptotiques, elle est en revanche
excessivement mobile dans le noyau et peut également
transiter entre le noyau et le cytoplasme.

KX HMGB1 : un puissant
médiateur soluble

H. Rauvala et ses collaborateurs sont les premiers a avoir
établi la capacité de la protéine HMGB1 a interagir avec
I’lhéparine et les héparanes sulfates, et a agir hors de la
cellule [2]. Leurs observations, qui portaient sur la capacité
d’HMGB1 a stimuler la croissance des neurites, ont cepen-
dant été minorées par la découverte du réle ’HMGB1 dans
une pathologie de premier plan : le choc septique. Ce sont
en effet les travaux menés par le groupe de K.J. Tracey
qui ont démontré que les formes extracellulaires d’HMGB1
participent au choc septique en tant que cytokines pro-
inflammatoires [3]. Le choc septique est un état grave qui
résulte de 'activation anormalement élevée de la réponse
inflammatoire, le plus souvent lié a la libération massive
de lipopolysaccharide bactérien (LPS) dans le sang. Le
LPS stimule la production de cytokines pro-inflammatoires
précoces, IL1B (interleukine 1B) et TNFa (tumor necrosis
factor), notamment par les macrophages. Ces médiateurs
contribueraient secondairement a mettre en place une
boucle d’activation autocrine qui provoquerait I'accumu-
lation de cytokines pro-inflammatoires. Plus tardivement,
I’activité du LPS et/ou des cytokines précoces induirait la
sécrétion d’HMGB1. Cette derniére agirait comme un relai
des cytokines exprimées précocement, et amplifierait la
réponse inflammatoire en induisant notamment en retour
la sécrétion de I'lL-1B et du TNFa. La contribution tardive
d’HMGB1 au choc septique est démontrée notamment par
I’amélioration de I'état général observé apres administra-
tion d’anticorps neutralisants la protéine HMGB1 ou de
molécules bloquant sa sécrétion, comme I’éthyl-pyruvate,
dans des modéles expérimentaux murins [4].
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I HMGB1 dans le milieu
extracellulaire

Le role de médiateur de I'inflammation décrit depuis une
dizaine d’années pour la protéine HMGB1 nécessite que
celle-ci se retrouve dans le milieu extracellulaire. Ce sont
les travaux de M. Bianchi [5] qui ont permis de caractériser
les processus cellulaires qui conduisent a la libération de
la protéine HMGB1.

HMGB1 peut se retrouver dans le milieu extracellulaire de
deux fagons : (1) lors d’une sécrétion active par les cellules
de I'inflammation; (2) lors d’une libération passive et rapide
lorsque les cellules meurent par nécrose (figure 3). Ces
deux propriétés font partie des critéres majeurs retenus
pour la classification d’HMGB1 en tant qu’alarmine.

4.1. Sécrétion active

par les cellules de 'inflammation

Plusieurs stimuli pro-inflammatoires (TNFaq, IL-18, LPS,...)
peuvent induire la sécrétion de la protéine HMGB1 par
différentes cellules du systéeme immunitaire telles que les
macrophages et les monocytes, les cellules dendritiques,
les cellules NK (natural killer) et les pituicytes (figure 3).
Par rapport aux autres médiateurs de I'inflammation pré-
cédemment décrits, comme le TNFa ou I'lL-18, HMGBH1
est considérée comme un médiateur tardif, puisque sa
libération se fait 16 a 24 h apres stimulation.

Les seuls travaux référencés a ce jour concernant la voie
de sécrétion de la protéine HMGB1 tendent a montrer
que celle-ci n’emprunterait pas la voie classique (réticu-
lum endoplasmique -> appareil de Golgi). La sécrétion
d’HMGB1 serait, en effet, dépendante d’une acétylation
de deux groupes de résidus lysine. Cette hyperacétylation
de la protéine HMGB1 bloquerait ainsi le transport nucléo-
cytoplasmique de la protéine, qui s’accumulerait alors au
sein du cytoplasme dans des vésicules lysosomiales [6].
Les mécanismes qui contrblent 'acétylation d’HMGB1 ne
sont pas encore connus, mais une inhibition des déacéty-
lases pourrait étre impliquée. D’autres modifications post-
traductionnelles, comme la phosphorylation, pourraient
également intervenir dans la séquestration cytoplasmique
de la protéine HMGB1.

4.2. Libération passive

par les cellules nécrotiques

L’équipe de M. Bianchi a été la premiére a montrer qu’il exis-
tait un lien entre la mort cellulaire et la libération d’HMGBH1. II
a été établi, dans un premier temps, que la protéine HMGB1
pouvait étre libérée passivement, lorsque les membranes
plasmiques étaient Iésées, notamment par les cellules
nécrotiques. Dans ces cellules, I'interaction de la protéine
HMGB1 avec la chromatine est faible. La protéine est alors
rapidement libérée dans le milieu extracellulaire ou elle
stimule diverses réponses pro-inflammatoires. L’hypoa-

forme que revét la mort cellulaire. Ce mécanisme explique
pourquoi I’'apoptose est généralement silencieuse, alors
que la nécrose est un facteur d’induction de I‘inflamma-
tion (figure 3).

Certaines formes d’apoptose semblent néanmoins permet-
tre la libération d’HMGB1, comme I'ont démontré plusieurs
travaux récents. Cependant ’'HMGB1 libérée dans ces
conditions ne semble pas compétente pour activer ses
cellules cibles. Cette tolérance apparente pourrait étre
expliquée par la libération de formes réactives de I'oxygene
(ROS) par la mitochondrie [7]. En effet, les ROS pourraient
oxyder les cystéines de la protéine HMGB1, qui perdrait
alors son pouvoir «immunostimulant ».

A HMGB1 : ses récepteurs
cellulaires et les voies
de transduction du signal

L’activité extracellulaire ’HMGB1 est modulée par plusieurs
récepteurs : les TLR-2 et -4, et le récepteur RAGE (receptor
for advanced glycation end-products) (figure 4).

5.1. Les récepteurs TLR-2 et -4

Les TLRs appartiennent a la grande famille des PRRs
(pattern recognition receptors). Ce sont des protéines
transmembranaires possédant un domaine extracellu-
laire composé de répétitions riches en leucine. lls sont
impliqués dans la reconnaissance de composants micro-
biens et dans la morphogeneése. La voie de signalisation
impliquant les TLRs aboutit a I'activation de la protéine
NF-kB, qui est impliquée dans de nombreux processus
cellulaires comme la prolifération, I'apoptose ou la réponse
inflammatoire. HMGB1 pourrait interagir avec TLR-2 et -4,

Figure 3 - Origines de la protéine HMGB1 extracellulaire.
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Deux processus cellulaires, décrits a ce jour, peuvent conduire a la présence de la
protéine HMGB1 dans le milieu extracellulaire. HMGB1 peut étre libérée de facon
passive par les cellules nécrotiques, dont la membrane plasmique a été altérée ou bien
sécrétée de facon active par des cellules de I'inflammation (macrophages, cellules
dendritiques,...). Dans ces conditions, la protéine HMIGB1 est capable d’agir comme
un médiateur soluble impliqué dans la coordination de divers mécanismes cellulaires.
Le mécanisme d’apoptose conduirait, quant a lui, a une rétention de la protéine HMIGB1
sur la chromatine.

cétylation de la chromatine, qui accompagne I’'apoptose,
induit au contraire une rétention stable d’HMGB1 dans
le noyau; ainsi séquestrée, HMGB1 ne peut sortir de la
cellule méme si les membranes sont perméables et, de
fait, elle ne pourra exercer son activité pro-inflammatoire
[5]. La libération d’HMGB1 dépend donc en partie de la
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et ces interactions seraient particulierement importantes
dans I'activation des leucocytes [8].

5.2. Le récepteur RAGE

RAGE appartient a la superfamille des immunoglobulines.
Il a d’abord été identifi€ comme un récepteur aux produits
de glycation avancée ou AGEs (advanced glycation end-
products). Les AGEs constituent un groupe hétérogene de

Figure 4 — Voies de transduction

du signal induites par HMGB1.
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Représentation schématique des voies de transduction induites par la protéine HMGB1
extracellulaire. A ce jour, 3 voies sont décrites qui impliquent des récepteurs de la famille
TLR (TLR-2, TLR-4) et le récepteur RAGE. La cascade d’activation qui va répondre a ce
signal spécifique va pouvoir engager différents processus cellulaires.

D’aprés Gozlan et al., Bentham open e-books, 2009.

Figure 5 - Activités biologiques de la protéine HMGB1.
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Les travaux publiés au cours de ces dix derniéres années montrent que la protéine
HMGB1 extracellulaire, seule ou sous forme de complexe, présente un grand nombre
de cellules cibles.

Ses activités biologiques sont donc diverses (production de facteurs solubles, induction
de la migration cellulaire,...).

D’apres Barnay-Verdier et al., SFI 2009.
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protéines produites lors d’une réaction non enzymatique
entre les groupements oses des sucres et les groupements
amines des protéines, de I’ADN ou des lipides. Les AGEs
sont des molécules qui s’accumulent dans le sang des
patients diabétiques. RAGE est exprimé a la surface de
nombreuses cellules (les cellules endothéliales, les neu-
rones, les macrophages, les lymphocytes, les cellules
dendritiques et les cellules musculaires lisses,...), mais son
niveau d’expression est trés variable. En effet, on peut voir
une forte augmentation de I’expression de RAGE chez les
patients souffrants de diabete, de la maladie d’Alzheimer
ou d’athérosclérose.

Le domaine d’interaction d’HMGB1 avec RAGE est localisé
dans la boite B de la protéine. Cette interaction induit au
moins deux voies de transduction majeures : (1) la premiere
implique Cdc42 et Rac, des triphosphatases a guanosine
qui régulent la motilité cellulaire et la croissance neuronale;
(2) la seconde active Ras et les mitogen-activated protein
kinases (MAPK) et conduit a I'activation de NF-kB [9].

[ HMGB1 :
activités biologiques (igure 5)

6.1. HMGB1, un adjuvant

de la réponse immunitaire

L’activation des cellules présentatrices d’antigene est
essentielle a la mise en place d’une réponse immunitaire
spécifique. Des travaux récents ont montré que la protéine
HMGBH1, sous forme extracellulaire (qu’elle soit sécrétée ou
libérée passivement lors de la nécrose), pouvait induire la
maturation des cellules dendritiques et ainsi agir comme
une molécule «immunostimulatrice» [10]. HMGB1 peut
aussi promouvoir le recrutement des leucocytes a travers
la barriere endothéliale en activant les cellules endothé-
liales (CE). L’augmentation de I’expression des molécules
d’adhérence a la surface des CE activées, aboutit a I’ad-
hérence des leucocytes (comme les neutrophiles). Dans
un contexte différent, il a été établi que la mort des cellules
tumorales en réponse a certains agents anticancéreux
peut conduire a la libération de molécules qui vont favo-
riser, en retour, I’activation des cellules dendritiques et le
développement de la réponse cytotoxique dirigée contre
les cellules tumorales. Cette réponse pourrait notam-
ment impliquer le récepteur TLR-4 et la protéine HMGB1
[11]. D’autres travaux récents ont montré que I'interaction
HMGB1-TLR-2 pourrait, quant a elle, jouer un réle dans
I’évolution clinique des gliomes [12].

6.2. Production de cytokines
pro-inflammatoires

De trés nombreuses publications ont fait état de la capa-
cité I’HMGB1 a stimuler la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. HMGB1 induirait notamment la production
de TNFa, des interleukines IL-1, IL-6 et IL-8, ou encore
des protéines MIP-1a et MIP-1p3, par des monocytes/
macrophages. HMGB1 module 'activité d’autres types
cellulaires, dont les polynucléaires neutrophiles, les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses ou encore les
cellules dendritiques, stimulant ainsi la production de divers
médiateurs solubles associés le plus souvent a la réponse



inflammatoire. La sécrétion de TNFa par les macrophages
en réponse a HMGB1 s’est rapidement imposée comme
un test de référence, dans les laboratoires experts, pour
évaluer 'activité des protéines HMGB1 recombinantes
purifiées. Il est aujourd’hui largement admis que I'effet
observé dans de nombreux travaux publiés ne soit pas
directement lié a la réponse des cellules a HMGB1, mais
a divers éléments qui contaminent les préparations de
protéines recombinantes utilisées : LPS, ADN et ARN bac-
tériens [13, S. Thierry et V. Maréchal, non publié]. Faut-il
pour autant conclure a I’'absence d’activité des formes
solubles d’HMGB1 ? A priori, non. Tout d’abord, plusieurs
observations établissent que des inhibiteurs spécifiques
d’HMGB1 peuvent bloquer son activité pro-inflammatoire in
vitro et dans divers modeéles animaux expérimentaux, ce
qui confirme I'implication d’HMGB1 dans ce processus.
Ce paradoxe a été résolu par plusieurs études récentes
qui ont établi qu’HMGB1 peut s’associer de fagon non-
covalente a diverses molécules pro-inflammatoires (LPS,
phosphatidyl sérine, motifs non méthylés de I’ADN, ADN
CpG, ARN, IL-B [14], une propriété qui serait I'une des clefs
de son activité physiologique. Dans le cas de ’ADN CpG,
par exemple, il a été montré qu’HMGB1 formait un com-
plexe non covalent avec celui-ci, interagissait avec RAGE
pour finalement interagir avec le récepteur de I’ADN CpG,
le TLR-9. En s’associant a ces facteurs, HMGB1 servirait
de véhicule et faciliterait, par I'intermédiaire du récepteur
RAGE notamment, la présentation de ces molécules a leur(s)
récepteur(s) cellulaire(s). Cependant, le débat concernant
la capacité d’HMGB1 a induire la production de cytokines
pro-inflammatoires, notamment par les macrophages, n’est
sans doute pas clos.

6.3. Stimulation de la migration

cellulaire et réparation tissulaire

Les activités chimioattractantes ’HMGB1 ne se limitent pas
aux cellules du systeme immunitaire. En effet, HMIGB1 induit
également la réorganisation du cytosquelette et stimule
la migration des cellules musculaires lisses. Elle entraine
aussi la migration et la prolifération des cellules souches
endothéliales et de diverses cellules d’origine fibroblas-
tique. Enfin, HMGB1 recrute et induit la prolifération et la
différenciation des cellules souches mésenchymateuses
et hématopoiétiques. L'ensemble de ces résultats suggeére
qu’HMGB1 pourrait non seulement signaler les Iésions
tissulaires, mais également prendre une part active a la
reconstitution des tissus Iésés. A 'appui de cette hypo-
thése, un travail récent montre qu’une diminution des
concentrations intra-cutanées en HMGB1 pourrait expli-
quer la difficulté des sujets diabétiques a cicatriser [15].
Sa capacité a recruter les polynucléaires neutrophiles, les
monocytes et les macrophages met en lumiére la contri-
bution d’HMGB1 a la signalisation des Iésions tissulaires
(septiques ou aseptiques) et a la coordination locale du
processus inflammatoire.

La contribution d’HMGB1 a la migration, a la prolifération
et/ou a la différenciation de certaines cellules n’est pas sans
évoquer une implication possible de cette protéine dans le
processus tumoral. De fait, I'interaction d’HMGB1 avec le
récepteur RAGE pourrait moduler la prolifération cellulaire,
augmenter la survie et accroitre le pouvoir métastatique des
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cellules tumorales. Dans certains gliomes, le blocage de
cette interaction, par I'ajout d’une forme mutée de RAGE,
entraine une suppression de la migration des cellules
tumorales et limite la prolifération cellulaire. L'expression
de la protéine HMGB1, déja importante dans les cellules
normales, serait accrue dans divers cancers et constituerait
un marqueur de mauvais pronostic [16]. En conclusion,
le réle d’HMGB1 dans la progression tumorale est de
toute évidence complexe : (1) les mécanismes qui lient la
surexpression d’HMGB1, au sein des cellules tumorales,
a I’évolution délétere des tumeurs n’ont pas été élucidés
a ce jour; 'accumulation intranucléaire d’HMGB1 pourrait
activer des genes anti-apoptotiques et bloquer I'activité
des caspases 3 et 9; (2) nous avons rappelé qu’HMGB1,
libérée par les cellules qui meurent sous I’action de certains
traitements anticancéreux, pourrait a I’'opposé jouer un rle
bénéfique en favorisant la mise en place d’une réponse
immunitaire anti-tumorale plus efficace.

A Contribution ’HMGB1
dans les maladies humaines

Libérée passivement par les cellules nécrotiques, mais rete-
nue sur la chromatine des cellules apoptotiques, HMGB1
interviendrait de fagon déterminante dans les processus
inflammatoires liés a la nécrose et/ou aux agressions
tissulaires. Qu’elle soit sécrétée par certaines cellules
activées (monocytes/macrophages, pituicytes) ou passi-
vement libérée par les cellules nécrotiques, HMGB1 joue
probablement un réle central dans de nombreuses patho-
logies aigués ou chroniques a caractére inflammatoire :
choc septique, infections virales (grippe, VIH, hépatites
B et C), polyarthrite rhumatoide, pathologies d’ischémie-
reperfusion, athérosclérose, lupus érythémateux [17] ou
dans certains types de cancers.

7.1. HMGB1 et pathologies infectieuses

7.1.1.LeVIH

La protéine HMGB1 peut influencer la pathogenése du
VIH en jouant un réle dans I'infection et/ou la réplication
du virus lui-méme, ou en ayant un impact sur la réponse
immunitaire.

On sait depuis longtemps que des cytokines et/ou des
chimiokines (comme le TNFa ou IL6) sont capables de
moduler I’expression virale. Linfection par le VIH lui-méme
ou d’autres conditions physiopathologiques, tels que le
stress cellulaire ou les co-infections, peuvent jouer sur la
balance de production de ces facteurs. La protéine HMGB1
qui peut avoir, seule ou plus certainement en association
avec d’autres protéines, une activité pro-inflammatoire
est une trés bonne candidate pour moduler I'infection
et/ou la réplication du VIH. Nous avons ainsi pu mon-
trer au laboratoire, que la protéine HMGB1 était capable
d’activer la réplication du VIH : in vitro, dans des lignées
contenant un provirus et in vivo, chez des patients VIH+
contrélés par des antirétroviraux [18]. En revanche, deux
travaux indépendants ont montré qu’'HMGB1 a un rble
différent sur I'infection de novo. En effet, dans ce contexte,
HMGB1 empécherait I'infection de nouvelles cellules cibles
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par I'intermédiaire de cytokines (RANTES, MIP1...) qui se
lient au co-récepteur CCR5, empéchant ainsi sa liaison
avec le virus [19].

Le VIH étant transmis par voie sexuelle, la premiere cible
qu’il rencontre au niveau de I’épithélium génital sont les
cellules dendritiques (CD) de type CCR5, et les cellules
de Langherans. Ces cellules ont un réle clé dans la mise
en place de la réponse immunitaire innée contre le VIH. La
migration de ces cellules au niveau des organes lymphoi-
des induit leurs maturations et va ainsi faire le lien entre
la réponse immunitaire innée et adaptative. De nombreux
travaux ont montré qu’HMGB1 pouvait activer la matura-
tion des CD [10, 20]. La protéine a donc un rdle dans les
phases précoces de 'infection car elle est capable de faire
le lien entre immunité innée et adaptative.

7.1.2. Sepsis et choc septique

La gravité des infections systémiques impliquant des
bactéries a Gram négatif est en grande partie liée aux
effets biologiques du lipopolysaccharide bactérien (LPS).
Au contact des macrophages, le LPS stimule une pro-
duction aigué et précoce de cytokines pro-inflammatoi-
res telles que le TNFa et I'lL-1B. Ces médiateurs jouent
un réle déterminant dans I’emballement de la réponse
inflammatoire qui est a la base des signes biologiques
qui accompagnent le sepsis et le choc septique. Leur
production trés précoce (pic a 2 heures post-induction
pour le TNF« et 6 heures pour I'lL-13 chez la souris) [21]
explique que toute approche thérapeutique utilisant des
antagonistes de ces deux cytokines est généralement
inefficace car trop tardive. Or, I’équipe de K.J. Tracey a
identifié, en 1999, un médiateur beaucoup plus tardif de
I'inflammation en mettant en contact des macrophages
avec du LPS [3]. Ces derniers sécretent alors une protéine
soluble de 30 kDa capable d’activer les macrophages en
culture par voie autocrine. Cette protéine a été purifiée,
séquencée et identifiée comme étant la protéine HMGB1.
Son rble pro-inflammatoire en association avec d’autres
protéines (activation tardive de la production de TNF«
et d’IL-1B par les macrophages), et sa place essentielle
dans les processus qui accompagnent le sepsis et le choc
septique, sont aujourd’hui aussi bien documentés chez
I’'homme que dans des modéles animaux. Ainsi 'injection
d’une dose sub-létale de LPS chez la souris est associée a
I’apparition d’une forme sérique d’HMGB1 avec un pic de
concentration observé entre 8 et 32 heures post-injection
[3]. D’autre part, une administration systémique d’HMGB1
a des souris est |étale et les paramétres biologiques et
physiologiques observés montrent des effets en tout point
comparables a ceux induits par le LPS. Il a pu étre montré,
dans des modéles murins, que 'injection, méme tardive,
d’anticorps anti-HMGB1 peut bloquer partiellement le choc
induit par I'injection de LPS [3] et que certains composés
anti-inflammatoires, comme I'éthyl-pyruvate, sont capables
d’inhiber la libération systémique d’HMGB1 et d’améliorer
ainsi la résolution du sepsis expérimental induit dans ces
conditions [4].

SiI'on détecte HMGB1 dans le sérum des patients atteints
de sepsis ou de choc septique de fagon systématique,
il n’en demeure pas moins que la corrélation entre les
concentrations sériques d’HMGB1 et la sévérité des
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symptoémes dans des cas d’inflammations aigués (lors
de sepsis, de pneumonie ou d’endotoxémie) est souvent
tres imparfaite.

7.1.3. La grippe

Il existe trois types de virus grippaux : A, B et C. Chez
I’lhomme, I'infection par le virus de la grippe peut étre
asymptomatique, ou donner des symptdmes plus ou moins
graves, pouvant aller jusqu’a ceux d’une pneumonie virale
potentiellement Iétale. En plus des cellules du systéme res-
piratoire, le virus est capable d’infecter les macrophages
et d’induire I’expression de cytokines pro inflammatoires
(TNFq, IL1B, IL6, IL8, INF) [22].

Le virus de la grippe induit une mort par apoptose des cel-
lules infectées a la fin de son cycle réplicatif, ce qui aurait
pour conséquence de retarder la mise en place de I'inflam-
mation. Cependant, les macrophages infectés peuvent
libérer des cytokines pro-inflammatoires [22] qui pourraient
en retour induire la libération active d’HMGB1. Ces données
ont incité plusieurs groupes a rechercher la contribution
d’HMGB1 dans la pathogenése de la grippe. L'utilisation
d’un modéle de grippe chez la souris a, cependant, mon-
tré qu’il n’y avait pas de corrélation entre la concentration
d’HMGB1 extracellulaire et la gravité de I'infection. De plus,
un traitement a I’éthyl-pyruvate (molécule empéchant la
sécrétion d’HMGB1), ne réduit pas de maniere significative
le taux de mortalité de ces souris [23].

7.1.4. La dengue

La dengue est la principale arbovirose des régions tropi-
cales, avec plus de cent millions de cas rapportés par an.
Les épidémies de dengue, qui sont en constante augmen-
tation dans les zones intertropicales d’Asie, d’Océanie et
des Amériques, sont principalement dues a la transmis-
sion inter-humaine du virus par le vecteur Aedae aegypti.
L’équipe de Palmer, a montré, in vitro, que la protéine
HMGBH1 était sécrétée par les cellules dendritiques infec-
tées par le virus de la dengue [24]. De nombreuses cyto-
kines pro-inflammatoires s’accumulent dans le sérum
des patients infectés, en particulier au cours des formes
les plus graves de la maladie. Une étude menée chez de
jeunes enfants vietnamiens confirme qu'HMGB1 est bien
produite au cours de I'infection, mais qu’elle ne semble
pas, pour autant, signer la gravité de la maladie (Pham
Thai Binh et al., en préparation).

7.1.5. Le virus West Nile

Depuis 1999, le virus West Nile (WN) s’est répandu sur
le continent américain, tuant environ 500 personnes. Le
virus WN peut étre responsable d’encéphalites mortelles
chez ’homme. Dans sa forme classique, I'infection par
le virus WN se manifeste par une fievre non différenciée,
associée a des céphalées et a des douleurs abdominales.
Dans certains cas, on peut observer une splénomeégalie,
une hépatite, une pancréatite ou une myocardite.

Le virus du WN induit la mort des cellules par apoptose a
faible dose infectieuse, alors que de forts inocula entraine-
raient plut6t, in vitro, une mort cellulaire par nécrose. Cela
aurait pour conséquence la libération passive d’HMGBH1
dans le milieu extracellulaire au cours de I’infection [25].
D’apres les auteurs de cette étude, le pouvoir inflam-



matoire d’HMGB1 pourrait contribuer a I’apparition des
encéphalites, mais cette hypothése n’a pas été, a ce jour,
confirmée in vivo.

7.1.6. Le virus du SRAS

Le SRAS (syndrome respiratoire aigu sévére) est di a un
nouveau coronavirus identifié en 2003. Il infecte les cellules
endothéliales des alvéoles ou les macrophages et induit la
production d’un grand nombre de cytokines pro-inflamma-
toires (TNFq, IL1B, IL6, INF). Ces facteurs expliqueraient
que les personnes atteintes du virus du SRAS présentent
une forte inflammation pulmonaire.

Le role potentiel d’HMGB1 dans la pathogenese du SRAS
reste a ce jour incompris. On peut supposer que la pré-
sence de cytokines pro-inflammatoires devrait déclencher
la libération active d’HMGB1 par les cellules du systéme
immunitaire [26, 27]. De plus, HMGB1 pourrait étre libérée
de fagon passive par les macrophages ou les cellules endo-
théliales infectées. Dans ces conditions, une fois libérée
dans le milieu extracellulaire, HMGB1 pourrait alors jouer
un rble dans la réponse inflammatoire au niveau pulmonaire,
par exemple en favorisant I'infiltration des neutrophiles et
en désorganisant la barriere épithéliale [28].

7.2. HMGB1 et pathologies

non infectieuses

HMGB1 est aussi impliquée dans plusieurs maladies non
infectieuses. Cependant, des questions demeurent encore
sur les mécanismes mis en jeu ainsi que sur le role de la
protéine HMGB1 dans la progression ou la récupération
de ces maladies. Pour certaines de ces pathologies, seu-
les des données cliniques sont actuellement disponibles,
parfois sur un nombre de cas extrémement restreint ou
sur une zone géographique bien délimitée. L’apport de
données moléculaires et cellulaires a partir de modéles
animaux ou de systéemes in vitro sera essentiel a la com-
préhension du réle de la protéine HMGB1 dans ces diffé-
rentes pathogeneses.

7.2.1. La polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide est une maladie systémique du
tissu conjonctif, caractérisée par une inflammation articulaire
chronique évoluant par poussées. Elle provoque progres-
sivement des déformations symétriques des articulations
touchées et s’accompagne de diverses manifestations
touchant d’autres organes que les articulations.

Dans des modéles animaux, HMGB1 est trés fortement
exprimée dans les tissus et liquides synoviaux et les symp-
tdmes sont diminués par I'injection d’anticorps anti-HMGB1
ou de la boite A recombinante. De plus, 'injection de la pro-
téine HMGB1 chez des animaux sains entraine I'apparition
d’une arthrite rhumatoide. Enfin, de fortes concentrations
d’HMGB1 ont été retrouvées in vivo, dans les liquides syno-
viaux de patients atteints de polyarthrite rhumatoide.

7.2.2. Le lupus érythémateux

Le lupus érythémateux systémique est une maladie auto-
immune inflammatoire chronique. Elle est caractérisée par
une perte de la tolérance et un défaut de contréle des lym-
phocytes B et peut entrainer des dommages progressifs
dans de nombreux organes.
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Des anticorps anti-HMGB1 ont été trouvés dans le sérum de
patients qui présentaient un lupus érythémateux. De plus,
une augmentation de la quantité de la protéine HMGB1
a pu étre mise en évidence dans le derme et I'épiderme
des peaux présentant des lésions.

7.2.3. L'athérosclérose

L’athérosclérose est caractérisée par la formation de pla-
ques dans les grosses arteres. Ces plaques sont le siege
d’une réaction inflammatoire, dont I'agent initiateur le plus
probable est le cholestérol-LDL (lipoprotéines de faible
densité) sous une forme oxydée (LDL oxydées). Différents
arguments étayent I’hypothése déja ancienne faisant de
I’athérosclérose une maladie inflammatoire. Selon une
hypothése récente, un dysfonctionnement endothélial serait
la cause de I'apparition de I'athérosclérose. Il entrainerait
I’entrée des lipoprotéines dans la paroi des vaisseaux
qui seraient alors modifiées rapidement et conduiraient a
la production des AGEs et a l'infiltration des cellules du
systeme inflammatoire. Dans le modéle murin, RAGE et
HMGB1 joueraient un réle important dans le maintien de
I’état inflammatoire et la progression des lésions [29].

7.2.4. Les cancers

HMGB1 est tres fortement exprimée dans de nombreuses
tumeurs mais le lien entre HMGB1 et le développement
du cancer reste complexe et en partie incompris [16]. |l
semblerait que le développement du cancer soit dd a la
capacité de la protéine HMGB1 a moduler I'’expression de
certains génes. Par exemple, dans le cancer du célon, la
surexpression d’HMGB1 est associée a une augmentation
de la transcription des génes répondants a NFkB, comme
c-IAP2, une protéine anti-apototique [30]. Dans la méme
étude, les auteurs montrent une corrélation entre I’'augmen-
tation de I'expression d’HMGB1 et la diminution de I’activité
des caspases-3 et -9 (protéines pro-apoptotique).

La découverte initiale du role de I'interaction HMGB1-
RAGE dans la modulation de la croissance des neurites a
suggére que le signal HMGB1-RAGE pourrait promouvoir
I’état métastasique de différents cancers. Ainsi, I'interac-
tion entre HMGB1 et son récepteur RAGE serait un des
facteurs impliqués dans I'invasion et la prolifération cellu-
laire de gliomes (comme dans le cancer du colon ou de la
prostate) [12]. Le blocage de cette interaction, par I’'ajout
d’une forme mutée de RAGE, entraine une suppression
de la migration du gliome forgant la tumeur a entrer dans
un état de dormance prolongée (recul de la prolifération
et de I'invasion cellulaire).

Une augmentation des interactions HMGB1-RAGE est
observée dans d’autres types de cancers (cancer du sein,
mélanome, cancer du pancréas) et ferait partie des signes
de mauvais pronostic, avec un risque métastasique plus
éleve. Ceci semble en fait dépendre de la pathologie tumo-
rale concernée puisqu’au cours du cancer du poumon,
I'interaction entre HMGB1 et RAGE est au contraire dimi-
nuée par rapport a un tissu sain [16].

7.2.5. L'ischémie reperfusion

L'ischémie-reperfusion (IR) induit une carence temporaire
des tissus en oxygeéne. Elle est associée a des dommages
tissulaires qui peuvent étre a I’origine de dysfonctionne-
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ments graves. Ce type de probléme est rencontré trés
fréquemment dans les pathologies aigués, et notamment
au cours de I'infarctus du myocarde et lors de transplan-
tations d’organe.

La protéine HMGB1 a été impliquée dans les pathologies
liges a I'IR dans différents organes tels que les reins, le
cerveau, le cceur et le foie. Ceci a été démontré notamment
en utilisant un modéle de souris présentant une IR suite
a une transplantation hépatique. Dans ce modéle expé-
rimental, la concentration locale de la protéine HMGB1
libre augmente de fagon trés précoce, environ 1 h aprés
la transplantation, et continue d’augmenter 24 h apres. De
plus, I'ajout d’anticorps neutralisants anti-HMGB1 améliore
les dommages causés par I'IR via la voie de transduction
TLR4-dépendante.

F¥ Faut-il doser HMGB1?

Plusieurs techniques sont utilisées pour détecter HMGB1
dans des échantillons biologiques comme le sang péri-
phérique, les liquides cervicaux-vaginaux, ou encore les
liquides céphalo-rachidiens...

Le western blot sur sérum total, peu sensible et difficile-
ment quantifiable, a été largement utilisé avant I'arrivée
d’une méthode beaucoup plus sensible : le test ELISA.
Ce type de test permet de faire des études a plus grande
échelle, ce qui peut s’avérer tres utile dans le cadre d’étu-
des cliniques. Les deux techniques ne donnent pas des
résultats parfaitement concordants, ce qui suggere que
de multiples formes de la protéine pourraient circuler dans
le sérum. Des facteurs sériques tels que les anticorps
seraient capables de masquer la détection de la protéine
HMGB1 dans ces conditions expérimentales. C’est I'une
des hypothéses proposée pour expliquer les discordances

qui ont pu étre observées dans des études visant a corréler

le taux d’HMGB1 présent dans le plasma de patients avec
la sévérité du sepsis [31].
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La contribution d’HMGB1 a de nombreux processus inflammatoires aigus ou chroniques,
localisés ou systémiques, a ouvert une voie évidente a la conception

et/ou a I'identification de molécules susceptibles de moduler son activité extracellulaire
(anticorps neutralisant, molécule bloquant sa sécrétion,...).
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Notre équipe a développé une technique de retard sur gel,
originale et trés sensible, qui permet de doser la protéine
HMGB1 dans différents types d’échantillons biologiques.
Cette technique est basée sur la capacité d’HMGB1 a se
lier avec une tres forte affinité sur des formes particuliéres
d’ADN double brin : les hémicatenanes [32]. Cette tech-
nique inclut une étape de dissociation entre la protéine
HMGB1 et d’éventuel(s) partenaire(s). Une étude compa-
rative menée sur une centaine de plasmas provenant de
patients atteints de sepsis montre que le dosage par test
ELISA sous-estime la quantité d’HMGB1 présente dans
les prélevements (S.Barnay-Verdier et al., manuscrit en
préparation).

Quelle que soit la technique utilisée, les concentrations
d’HMGBH1 dites «normales» oscillent entre 1 et 5 ng/mL,
mais dans quelques rares cas, ces concentrations
peuvent augmenter sans raison apparente. En revanche,
ces concentrations peuvent évoluer entre 1 et pres de
200 ng/ml, selon la technique utilisée, au cours du sepsis
ou d’un choc sévére.

EX HMGB1 : une nouvelle cible
thérapeutique ?

La contribution d’HMGB1 a de nombreux processus inflam-
matoires aigus ou chroniques, localisés ou systémiques, a
ouvert une voie évidente a la conception et/ou a I'identifi-
cation de molécules susceptibles de moduler son activité
extracellulaire . Dans le cas du choc septique,
les stratégies visant HMGB1 sont justifiées par I'espoir de
développer des thérapeutiques applicables dans une fenétre
temporelle plus large et surtout plus tardive que celle qui
est aujourd’hui disponible pour inactiver le TNFa.
Plusieurs études ont établi la preuve de concept de ces
stratégies en démontrant, par exemple, le bénéfice de
traitements utilisant des anticorps anti-HMGB1 dans des
modeles d’endotoxémie murins. Ces anticorps diminuent,
voire préviennent, la |étalité induite par le choc septique
dans plusieurs modéles murins [3]. Des anticorps monoclo-
naux capables de neutraliser la protéine ont également été
développés et sont aujourd’hui testés dans des modeles
expérimentaux de sepsis ou de polyarthrite rhumatoide.
Les résultats tres prometteurs obtenus dans les mode-
les de choc septique ont encouragé le développement
d’autres inhibiteurs de la protéine HMGB1. Une forme
purifiée de la boite A, dérivée de la protéine HMGB1, agit
comme un antagoniste de la protéine compléte. Cette
molécule été utilisée avec succes dans plusieurs études
et en particulier dans des modeles d’arthrite [33]. L'utili-
sation de ces molécules serait limitée au traitement des
pathologies aigués.

Une réponse protectrice tardive a également pu étre obser-
vée dans la progression du sepsis lors de I’'administration
de I'éthyl-pyruvate. Ce composé, qui est un dérivé lipo-
phile stable, est un additif alimentaire assez peu toxique
qui atténue I'inflammation systémique, notamment au
cours des pathologies liées a une ischémie reperfusion. In
vitro, I’éthyl-pyruvate, est capable d’inhiber la sécrétion du
TNFa et d’HMGB1 par les macrophages murins stimulés
par le LPS. Le mécanisme moléculaire précis mis en jeu



lors de cette inhibition reste, a ce jour, encore méconnu
et/ou discuté. Néanmoins, I'administration d’éthyl-pyruvate
24 h apres l'induction d’un choc septique chez la souris
permet de réduire la mortalité ainsi que les concentrations
sériques d’HMGB1. D’autres molécules, souvent dérivées
de pharmacopées traditionnelles et connues de fagon empi-
rique pour leur activité anti-inflammatoire, se sont avérées
capables de bloquer I'activité extracellulaire d’HMGBH1,
comme certains extraits du thé vert ou la glycyrrhizine, le
principe actif de la racine de réglisse.

i} HMGB1 :
les questions qui demeurent...

L’histoire méme des découvertes qui ont été faites sur
HMGB1 souligne les risques des positions les plus dogma-
tiques : HMGB1 a d’abord été définie comme une protéine
nucléaire essentielle avant de gagner ses lettres de noblesse
hors de la cellule. L'IL-33 a connu une histoire diamétrale-
ment opposée, puisque ses propriétés extracellulaires ont
été identifiées avant que ces activités nucléaires ne soient
reconnues. Peut-on encore parler de cytokine pro-inflam-
matoire, a I'instar du TNFa ? D’une part, les concentrations
biologiquement actives sont trés supérieures a celles des
cytokines classiques. D’autre part, la capacité d’HMGB1
a induire la production de cytokines inflammatoires
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