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Dans le résumé ci-dessous, sont présentés brievement les objectifs, la
méthodologie et les conclusions envisagées sur la base des résultats obtenus des
études présentées dans la deuxieme partie de la thése, le chapitre CONTRIBUTIONS
ORIGINALES.

+ But et objectifs

But:

Les études effectuées dans cette these visent a rendre compte du réle et de la
maniére dont la protéine HMGBL1 intervient dans le processus inflammatoire installé
dans des conditions hyperlipidémiques — athérosclérotiques et de diabéete type 1
expérimentalement induit.

Objectifs:

a. L’analyse de la distribution cellulaire et subcellulaire de la protéine HMGB1 dans le
systeme cardio-pulmonaire soumis au processus inflammatoire déja existant dans
des conditions hyperlipidémiques.

b. La contribution de l'alarmine HMGB1 dans la signalisation cellulaire présente dans
l'inflammation induite par le stress hyperlipidémique.

c. L’étude de la protéine HMGB1 dans les macrophages activés par l'incubation au
sérum hyperlipémique.

d. L’analyse de la molécule HMGB1 du point de vue génique et protéique a la suite de
'administration du traitement avec fluvastine sodique aux animaux qui ont des
plaques athérosclérotiques développées par une diéte hyperlipidémique.

e. L’évaluation de l'effet induit par I'administration de la fluvastine sodique sur les
protéines de la cascade de signalisation initiée par HMGB1 pendant I'hyperlipidémie
induite expérimentalement.

f. Linvestigation de la localisation de la protéine HMGB1 dans le tissu pulmonaire
soumis a I'hyperglycémie de stress du diabete sucré type 1.



g. La détection des moyens de signalisation activés par I'alarmine HMGB1 dans le
pulmonaire diabétique.

+ Méthodologie expérimentale

1. Modeles expérimentales

1.1 Le hamster hyperlipidémique

1.2 Les souris ayant un diabéte type 1 induit expérimentalement
1.3 Les cultures cellulaires

Cryosections

Microscopie électronique

Déterminations biochimiques

La technique ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
L’extraction de protéines

L’électrophorése SDS-PAGE

Technique Western blot

L’isolation ARN total

Real Time PCR semi-quantitative
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. L’analyse statistique

+ Conclusions générales
Les résultats des études effectuées dans cette recherche ont montré que:
1 — La diete hyperlipidémique peut induire la libération de I'alarmine HMGB1 dans le
sérum, en lui attribuant le statut de marqueur des événements athérosclérotiques

déclenchés ultérieurement par I'état hyperlipidémique.

2 — L’expression génique accrue et le niveau protéique élevé de l'alarmine HMGB1
dans l'extrait protéique qui provient du coeur des animaux hyperlipidémiques ,

indiquent I'existence du processus inflammatoire au niveau de cet organe.

3 — Le poumon des animaux hyperlipidémiques a montré une croissance de

I'expression génique et un niveau élevé de la protéine HMGB1 dans les deux



fractions protéiques subcellulaires analysées, tout en signalant la présence de

I'inflammation tissulaire.

4 — La liaison démontrée entre HMGB1 et I'hyperlipidémie expérimentale offre a
'alarmine le statut de cible incontestable de la stratégie thérapeutique utilisée afin
d’améliorer I'état clinique du patient et également pour une évolution positive du

patient.

5 — Dans le tissu cardiaque et pulmonaire I'expression protéique accrue de la protéine
HMGB1 entre en corrélation positive avec le niveau élevé du récepteur RAGE et
avec la forte phosphorylation de la kinase AKT. Toutes ces données nous
fournissent la possibilité d’affrmer que dans le cas des animaux
hyperlipidémiques, linteraction HMGB1 — RAGE peut maintenir le processus

inflammatoire par I'activation du systéme de signalisation PI3K/ AKT.

6 — Les résultats obtenus apportent des informations nouvelles pour la compréhension
des mécanismes qui sont a la base du processus inflammatoire déclenché par les

perturbations du métabolisme lipidique et entretenu par la protéine HMGBL1.

7 — L’administration de la fluvastine aux animaux qui ont subi au départ une diéete
hyperlipidémique a eu un effet positif au niveau du tissu cardiaque, effet traduit par
l'arrivée de la molécule HMGB1 a un niveau génique semblable a celui détecté sur

les animaux cobayes control.

8 — Le traitement avec la fuvastine a eu le méme effet positif sur le récepteur RAGE et
sur la kinase AKT1 phosphorilates. Ainsi, la conséguence majeure de ces
événements moléculaires générés par I'action de la fluvastine est représentée par
la diminution de la synthése de novo des molécules pro-inflammatoires, inclus la
RAGE et le HMGB1, ayant comme conséquence la diminution de I'inflammation

tissulaire.

9 — Une autre nouveauté gue nous avons réussi a démontrer est représentée par la
capacité de la fluvastine a réduire de maniere significative la concentration sérique
de I'alarmine HMGBL1.



10 — Nous avons pu enregistrer la diminution de I'expression génique et protéique de la
molécule HMGB1, dans le tissu pulmonaire chez les animaux control. Egalement, le
niveau du récepteur RAGE et le degré de phosphorylation de la kinase AKT ont été
diminués de maniéere significative, en troublant ainsi l'interaction HMGB1-RAGE et
implicitement la signalisation par PI3K/AKT, qui active le facteur de transcription NF-kB.
Ainsi, le niveau des cytokines pro-inflammatoires diminuera et le processus

inflammatoire perdra également son intensité.

11 — Les expérimentations effectuées apportent des nouvelles preuves qui soutiennent
'hypothése que lalarmine HMGB1 fonctionne comme un médiateur de

inflammation systémique généré pendant le stress hyperlipidémique.

12 — Le modéle expérimental in vitro proposeé, s’intéegre dans la catégorie des
modeles utilisés dans I'étude des cellules spumeuses qui sont a l'origine du

processus d’athérosclérose.

13 — Le sérum hyperlipidémique induit la translocation de I'alarmine HMGB1 du noyau
en cytoplasme, processus démontré par la quantité significativement réduite de
HMGBL1 dans le noyau mais élevé dans le cytoplasme des macrophages pour qu’a

la fin HMGB1 soit sécrétée dans le milieu extracellulaire.

14 — Les résultats obtenus rendent possible l'introduction de la protéine HMGBL1 sur la
liste de cytokines impliqués dans la pathogénie de I'athérosclérose, tout en ayant
en vue sa relocalisation subcellulaire dans les macrophages chargés de lipides ce
qui indique le réle important de l'alarmine HMGB1 des étapes préliminaires au

processus athérosclérotique.

15 — Les macrophages activés avec du sérum hyperlipidémique expriment sur leur
surface le récepteur RAGE dans une quantité plus considérable que les cellules
control. Dans le méme contexte hyperlipidémique a été mis en évidence le
systeme de signalisation PI3K/AKT chez les macrophages actives, par la
phosphorylation de la kinase AKT a la thréonine de la position 308.



16 — Les résultats de I'étude in vitro représentent une preuve incontestable que HMGB1
est un médiateur important de [linflammation déclenchée par le stress
hyperlipidémique et que son blocage pourrait envisager un ralentissement du
processus athérogénique.

17 Les animaux doubles transgéniques ont souffert pendant 8 semaines de divers
déséquilibres métaboliques et somatiques qui ont conduit a I'installation du diabéte
sucré type 1, en représentant ainsi, un choix conforme aux exigences de

I'expérimentation.

18 — Les modifications biochimiques produites aux animaux dTg, représentées surtout
par le niveau glycémique élevé ont généré a ces animaux un manque d’énergie
expliqué par le manque de l'insuline qui assure le nécessaire énergétique des
cellules. Cet état a amené implicitement a une perte de poids de ces animaux

diabétiques.

19 — La morphologie atypique de I'endothélium vasculaire pulmonaire détectée chez les
souris dTg et le niveau élevé de la protéine HMGB1 dans le poumon diabétique
expliqués par synthése élevée de HMGBL et par sa translocation du noyau vers le

cytosol, indiquent I'existence du processus inflammatoire au niveau de ce tissu.

20 — Le processus inflammatoire mis en évidence dans le poumon diabétique, est
maintenu et par la suite amplifié par les systemes de signalisation activés par
'alarmine HMGBL1. Ainsi, nous n’avons pas signalé seulement le niveau élevé du
récepteur RAGE dans le tissu pulmonaire des souris mais aussi, son activation
mise en évidence par la phosphorylation de la kinase AKTL1 et par le niveau élevé
de la sous-unité p65 du facteur de transcription NF-kB. Etant donné le fait que le
facteur nucléaire kappa b est impligué dans la synthése de novo du récepteur
RAGE mais aussi de I'alarmine HMGB1, nous considérons que dans le poumon
diabétique est induit un état inflammatoire qui peut acquérir 'ampleur nécessaire
afin de produire des modifications histologiques tissulaires et ainsi, d’affecter la

fonction pulmonaire.
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21 — A la lumiére de ces données de méme qu’aux implications qu’elles entrainent, des
éventuelles thérapies qui ciblent le blocage de I'alarmine HMGB1 pourraient étre

essentielles dans la diminution des complications cardio-vasculaires associées a
I'hyperlipidémie et au diabete.
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