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Sommaire

L'interleukine-15 (IL-15) est une cytokine pro-inflammatoire qui agit sur plusieurs
cellules du systtme immunitaire. Elle entraine entre autres, un retard de
I'apoptose spontanée et une augmentation de la phagocytose des neutrophiles
(NTs) humains. Les NTs expriment a leur surface les trois chaines du récepteur
de I'lL-15 (o, B, v). A ce jour, I'importance de chacune des chaines du récepteur
dans I'action de I'lL-15 sur les NTs demeure obscure. De plus, les cascades de
signalisation induites par la liaison de cette cytokine a son récepteur sont peu
décrites dans la littérature. La présente étude démontre que la chaine IL-
15Ra serait la plus importante dans le processus de phagocytose induit par I'lL-
15. De plus, elle révéle que la tyrosine kinase Syk joue un réle dans la cascade
de signalisation reliée a l'activit¢ de I'lL-15 sur la phagocytose ainsi que sur
I'apoptose des NTs. De plus, il a été remarqué que I'ajout d’anticorps de type
IgG & une culture de NTs pouvait induire un retard d'apoptose chez ceux-ci et
induire la phosphorylation de résidus tyrosine de la protéine Syk chez les NTs
stimulés. Cet effet n'a cependant pas été observé avec les anticorps de type IgGz
et pourrait étre expliqué par I'activation des récepteurs Fc. Parallelement, cette
étude vise la mise a jour de certains éléments de la cascade de signalisation de
PIL-15 lors du retard d’apoptose des NTs: Jak2, p38MAP Kinase et ERK 1/2.
Une expérimentation plus approfondie a aussi révélé que la protéine anti-
apoptotique Mcl-1 serait un joueur clé de I'action de I'lL-15 sur les NTs.
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Introduction

Les neutrophiles sont une composante importante du systéeme immunitaire
puisqu’ils sont non seulement les plus nombreux dans la circulation sanguine
apres les plaquettes et les globules rouges, mais aussi les premiers a arriver au
site inflammatoire. Lorsqu'ils sont activés en présence par exemple de micro-
organisme, ils effectuent la phagocytose et produisent des radicaux libres afin de
les éliminer. Les neutrophiles ont une durée de vie trés courte et sont destinés a
'apoptose dans les 12-24 heures. Cependant, lors de l'inflammation, plusieurs
facteurs peuvent prolonger la vie des neutrophiles en retardant leur apoptose afin
de leur permettre d’effectuer leurs fonctions. L'interleukine-15 est une cytokine
pro-inflammatoire qui agit sur plusieurs cellules immunitaires afin d’amplifier leur
réponse. Elle potentialise les fonctions des neutrophiles en retardant leur
apoptose et en augmentant leur capacité phagocytaire. De plus, elle augmente
leur production d’'IL-8, qui est un chimioatiractant, permet la phosphorylation de
certains résidus tyrosines et induit la synthése protéique de novo. Suite a l'action
de cette cytokine, les neutrophiles sont activés et peuvent phagocyter des micro-
organismes et attirer d’autres cellules au site inflammatoire. D’'un autre céte, la
production d'interleukine-15 est un phénoméne hautement contrdlé et un minime
déséquilibre dans la quantité IL-15 produite peut favoriser le développement de
certaines maladies, ou celle-ci se retrouve en importantes quantitées.

Les neutrophiles possedent le récepteur dit « classique » de l'interleukine-
15. Méme si I'action de cette cytokine sur les neutrophiles est assez bien définie,
peu de données sont disponibles quant aux mécanismes d’action par lesquels
elle agit. Le but de cette étude est donc de définir tout d’abord 'importance de
chaque chaine du récepteur de 'lL-15 dans son action sur les neutrophiles. Les
données obtenues nous permettront de déterminer a quel point une ou plusieurs
des composantes du récepteur est/sont essentielle(s) pour I'action de I'lL-15 sur
I'apoptose et la phagocytose des neutrophiles humains. Ces expériences nous
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permettront aussi d’étudier I'effet du blocage de chacune de ces chaines par des
anticorps spécifiques. Ensuite, nous nous pencherons sur la signalisation
intracellulaire reliée a l'interleukine-15, tant dans son action sur 'apoptose que
sur la phagocytose, dans le but d’identifier certaines des molécules responsables

de son action.

Ce document présente une revue de littérature qui traitera tout d’abord du
systeme immunitaire, afin d’en expliquer les bases. Les composantes cellulaires
ainsi que leur mécanismes d’action y seront exposés. Les neutrophiles seront
ensuite décrits en plus amples détails et leur role dans le développement et la
résolution de la réponse immunitaire sera mis au premier plan. Suivra une
section sur les cytokines, leurs récepteurs et leur réle dans le développement de
la réponse immunitaire dans laquelle les cascades de signalisation
intracellulaires seront expliquées. Finalement l'interleukine-15, son récepteur et
son action sur les cellules immunitaires seront présentés afin de bien
comprendre le role majeur de cette cytokine dans le processus d'inflammation.

xviii
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Chapitre 1:  Le systéme immunitaire

1.1 Les composantes du systéme immunitaire

Le systeme immunitaire de I'étre humain se compose de plusieurs cellules
effectrices différentes et spécialisées. Toutefois, ces composantes variées
proviennent a l'origine d’'une seule et méme cellule hématopoiétique meére, dite
cellule souche, qui posséde la capacité de se diviser et de se différencier (figure
1). Cette cellule de la moelle osseuse est trés conceptuelle, puisqu’'en étant
théoriquement la source de toutes les cellules du systéeme immunitaire, elle n’a
jamais pu étre isolée en laboratoire. Les cellules souches sont donc
généralement définies comme étant des cellules capables de division et pouvant
se différencier vers les différentes lignées de précurseurs. Au premier stade de
différenciation, la cellule souche se dirige soit vers la lignée myéloide, soit vers la
lignée lymphoide. (Janeway et al., 1999 : 3-5 ; Parkin et Cohen, 2001 : 1777)

La lignée lymphoide produit les lymphocytes, soit les cellules B, les
cellules T, et les cellules NK (natural killer). Les lymphocytes, caractérisés par
leur noyau rond occupant la majorité du cytoplasme, produiront les cellules
plasmatiques et les cellules T activées lorsqu’elles seront en contact avec un
antigéne approprié. Les cellules plasmatiques produisent les anticorps alors que
les cellules T activées adopteront un profil Th dit T «helper» ou Tc dit T
«cytotoxique » dépendant de leurs fonctions. Les cellules Tc sont capables
d'effectuer une lyse directe des cellules infectées par un micro-organisme. Les
cellules Th, quant a elles, se différencient encore en Th1 ou en Th2 qui,
respectivement, aident a l'activation des macrophages ou des cellules B. Les
cellules NK sont aussi capables d’induire la lyse de cellules infectées. (Janeway
et al., 1999 : 3-5 ; Parkin et Cohen, 2001 : 1777)
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Figure 1. Les composantes du systéme immunitaire (inspiré de Janeway et
al., 1999 : 4 et de Edwards, 1994 : 35).

La lignée myéloide se subdivise en deux catégories pour former, d'un
coté, les granulocytes, les mastocytes et les monocytes, et de l'autre, les
plaquettes et les érythrocytes. Les granulocytes sont aussi appelés
polynucléaires puisque leur noyau est composé de plusieurs lobes
interconnectés. Ces cellules tiennent leur nom de leur cytoplasme qui est rempli
de vésicules denses visibles au microscope. Les basophiles, les éosinophiles et



les neutrophiles font partie de cette catégorie. Les éosinophiles jouent un réle
principalement dans I'élimination des parasites et les basophiles ont une fonction
encore obscure. Les neutrophiles sont des cellules capables de phagocytose et
leurs fonctions seront discutées plus en détail dans la section correspondante.
Les mastocytes possédent des granules, mais leur noyau est rond. lls ne font
donc pas partie des polynucleaires, mais leurs granules sont responsables des
phénomenes d'allergies via le relachement de certains produits comme
'histamine. Les monocytes représentent le précurseur sanguin des
macrophages. Ceux-ci se retrouvent dans les tissus et effectuent principalement
la phagocytose. (Janeway et al., 1999 : 3-5 ; Parkin et Cohen, 2001 : 1777)

1.2  Immunité innée

L’immunité innée comprend les mécanismes d’élimination de I'antigéne qui
n’engendrent ni ne dépendent de la mémoire immunologique. Ce type d'immunité
est rapide, puisqu’il agit en quelques heures, et dépend généralement de la
reconnaissance de facteurs généraux, communs a de nombreux pathogenes. Il
implique principalement la phagocytose, la lyse par le complément et I'élimination
par les cellules NK. Ce type de reconnaissance non-spécifique est essentiel,
puisqu'il permet a l'organisme des se débarrasser de plusieurs micro-
organismes. Cependant certains types de pathogénes parviennent a contourner
cette premiere ligne de défense et c’est pourquoi nous avons aussi besoin d’'une
immunité acquise plus spécifique qui engendre une mémoire immunologique.
(Janeway et Medzhitov, 2002 : 197)

1.2.1 Les cellules y jouant un rble

Les cellules qui agissent dans [limmunité innée se retrouvent
généralement aux limites des barrieres naturelles du corps humain, prés des



portes d’entrée des micro-organismes. Elles se retrouvent donc, par exemple,
dans les poumons, dans le systéeme digestif, prés de la peau, dans la circulation,
etc. Ce sont principalement des cellules capables de phagocytose, comme les
neutrophiles et les macrophages ou capables d’induire une lyse cellulaire,

comme les cellules NK. (Janeway et al., 1999 : 375-390)

1.2.2 Les mécanismes d'élimination de I'antigeéne

Le premier joueur de l'immunité innée se nomme la voie alterne du
complément. Il n'implique la participation d’aucune cellule immunitaire et d’aucun
anticorps. Le systeme du complément se retrouve dans le plasma et est
composé de plusieurs protéines et enzymes qui se lient les uns aux autres a la
surface d’'une cellule afin d’entrainer sa lyse. Ces protéines lient de fagon
constitutive toutes les cellules, mais celles du corps humain possedent des
enzymes capables d’induire la dissociation du complément et donc d’empécher
la lyse cellulaire. Ce mécanisme protege donc I'organisme contre tout type
cellulaire étranger ne possédant pas de moyen de défense contre le
complément. Le systéme du complément peut étre activé de deux fagons ; la
voie classique et la voie alterne, la premiéere étant dépendante de la présence
des anticorps. (Janeway et al., 1999 : 370-373 ; Sherhan et Ward, 1999 : 2-3)

La phagocytose constitue le deuxieme moyen de défense inné de
'organisme. Celle-ci peut s’effectuer d’elle-méme ou avec l'aide d’anticorps ou
du compléement. Les neutrophiles et les macrophages possédent a leur surface
des récepteurs qui peuvent reconnaitre plusieurs structures de la surface des
bactéries comme les lipopolysaccharides, différents sucres ou la membrane
cellulaire. De plus, ces cellules possédent des récepteurs qui reconnaissent les
micro-organismes opsonisés par des composantes du complément et des
anticorps. Donc, si une bactérie est liée au complément ou a un anticorps, les
neutrophiles et les macrophages pourront la reconnaitre. Lorsqu'un des



récepteurs a la surface des phagocytes rencontre son ligand, une cascade de
signalisation intracellulaire lui indique d’éliminer le corps étranger. A l'intérieur de
la cellule, la membrane englobant le micro-organisme fusionnera avec un granule
contenant plusieurs enzymes protéolytiques, des radicaux libres et des peptides.
Ceci engendrera la destruction du corps étranger. (Janeway et al., 1999 : 348-
352 ; Underhill et Ozinsky, 2002 : 825)

Les cellules NK représentent le dernier élément de I'immunité innée. Ces
cellules sont capables de reconnaitre les cellules du soi de celles du non-soi ou
du soi modifié. Cette reconnaissance s'effectue par la par le biais du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) a la surface des cellules. Le CMH est requis
lors de la présentation des antigénes et sa structure spécifique est commune a
un organisme entier. Ainsi, une cellule infectée ou une cellule tumorale pourrait
ne pas exprimer de CMH ou et la cellule NK induira leur lyse. La lyse des cellules
NK s'effectue a l'aide d'enzymes protéolytiques relachés dans I'espace
intercellulaire qui détruiront la membrane de la cellule cible. (Janeway et al.,
1999 : 386-388 ; Vilches et Parham, 2002 : 217)

1.3 Immunité acquise

L'immunité acquise repose sur le principe de la mémoire immunologique.
Celle-ci permet une réponse plus rapide du systeme immunitaire lors d’une
deuxiéme rencontre avec un antigéne donné. Ce type d'immunité se base sur la
reconnaissance spécifique d’épitopes a la surface des micro-organismes et le
délai d'action s’échelonne sur 4 a 7 jours. Parmi les principes d’action de ce type
d’immunité, on retrouve la production d’anticorps et la lyse par les cellules Tc. Un
autre type de lyse, par les cellules NK ou les neutrophiles, fait aussi partie de
cette catégorie. (Janeway et al., 1999 : 391-405 ; Parkin et Cohen, 2001 : 1777)



1.3.1 Les cellules y jouant un réle

Les principales cellules de I'immunité acquise sont les cellules T, les
cellules B et les cellules NK. Les cellules B et les cellules T résident
généralement dans les organes lymphoides, soit la rate et les ganglions. C'est a
cet endroit gu'ils rencontreront un antigéne et se différencieront en cellules
effectrices. Les cellules NK circulent plutdt dans les tissus et la circulation afin de
rencontrer les micro-organismes pour induire leur lyse. (Janeway et al., 1999 :
263 ; Parkin et Cohen, 2001 : 1777)

1.3.2 La présentation de I'antigéne

Le développement de I'immunité acquise débute par la reconnaissance de
lantiggne par le biais de cellules spécialisées dans la présentation des
antigénes : les cellules dendritiques, les macrophages et les cellules B. Il existe
deux types de présentation de l'antigéne. Les cellules dendritiques et les
macrophages, tel que mentionné antérieurement, effectuent la phagocytose des
micro-organismes qu’elles reconnaissent. Ceux-ci sont ensuite fragmentés en
petites particules qui seront présentées a leur surface par le CMH. Les cellules
dendritiques sont aussi capables de macropinocytose pour ainsi engouffrer de
grandes quantités d’antigénes extracellulaires. Les cellules B, quant a elles,
utilisent leurs immunoglobulines de surface afin de reconnaitre des antigenes
spécifiqgues qui sont principalement des molécules solubles, des toxines et des
virus. Ceux-ci sont ensuite internalisés et exprimés a la surface de la cellule par
le CMH. Les cellules présentatrices d’antigénes sont aussi celles qui permettent
la co-stimulation des lymphocytes par le biais des molécules de surface B7. Ce
second signal est nécessaire a I'activation des cellules B et T. (Janeway et al.,
1999 : 265-274 ; Parkin et Cohen, 2001 : 1777)



1.3.3 L’activation des cellules effectrices

Lorsqu’elles ont rencontré et exprimé un antigéne a leur surface, les
cellules présentatrices d'antigéne migrent vers les ganglions et la rate afin d'y
stimuler les cellules effectrices. Les cellules B et les cellules T circulent en tout
temps dans les organes lymphoides par le systeme lymphatique. Chaque cellule
B ou T posséde a sa surface un récepteur spécifique appelé respectivement le
BCR (B cell receptor) ou TCR (T cell receptor). Le TCR reconnait un antigéne
couplé a un CMH. Lorsque le récepteur est engagé, la cellule T est activée si un
second signal (liaison du B7 au CD28) est percu simultanément. Les cellules
activées entrent alors en division et constitueront un groupe de clones capables,
pour les CD8", d’éliminer effectivement les micro-organismes arborant I'antigéne
détecté au départ ou, pour les CD4*, d’aider a l'activation d'autres cellules
effectrices. Les CD4" ont la capacité de devenir des Th1 ou des Th2 lors de
l'activation de la cellule, selon les cytokines retrouvées dans le milieu environnant
(tableau 1). (Janeway et al., 1999 : 265-274)

CARACTERISTIQUES Thi Th2
Induit par IL-12 -4
Inhibé par IL-10 IFN-y

IL-3, GM-CSF, TNF-o, Chimiokines.
IL-2, IFN-y, TNF-8 IL-4, 5, 6, 10, TGF-.

Cellulaire Humorale

Cytokines produites

Type de réponse
immunitaire

Tableau 1. Cellules Th1 vs cellules Th2 (selon Janeway et al., 1999 : 287).

Les cellules B qui expriment un antigéne a leur surface sont activées
lorsqu’une cellule Th2 reconnait I'antigeéne couplé au CMH par son TCR. Dans ce
cas-ci, le second signal nécessaire a I'activation se compose de la liaison du
CD40 sur la cellule T au CD40L sur la cellule B. Certains antigénes dits thymo-
indépendants servent a la fois de premier et de second signal. Les cellules B



activées sont appelées plasmocytes et sécrétent des anticorps speécifiques a

I'antigéne reconnu. (Janeway et al., 1999 : 307-313)

Les cellules NK et les neutrophiles possédent a leur surface des
récepteurs qui reconnaissent la partie Fc des immunoglobulines. Lorsqu’une
cellule est opsonisée par des anticorps (voir plus bas), on peut observer le
phénomeéne de la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps ou ADCC
(antibody-dependent cellular cytotoxicity). La cellules NK peut se lier a la cellule
opsonisée et induire sa lyse par les mécanismes décrits précédemment (Vilches
et Parham, 2002 : 217). La lyse des cellules opsonisées par les neutrophiles
s'effectue par le relachement de dérivés oxygénés et du contenu des granules

dans I'espace intercellulaire. (Kobayashi et al., 2001 : 27)

1.3.4 Les mécanismes d’élimination de I'antigene

Les voies de I'immunité spécifique d’élimination des micro-organismes se
divisent en deux catégories : celle dépendante des anticorps et celle qui ne l'est
pas. Les anticorps spécifiques sécrétés par les plasmocytes reconnaissent
I'antigéne par lequel la cellule B a été activée. Que ce soit une partie d'une
bactérie, une toxine ou un virus, les anticorps s'y lient par un processus que I'on
nomme opsonisation. Celui-ci peut conduire & la neutralisation en bloquant
plusieurs sites & la surface du micro-organisme ou de la toxine et en 'empéchant
d’avoir des effets sur les cellules de I'hote. Les anticorps activent aussi, par la
suite, diverses réponses. Tout d’abord, les anticorps sont reconnus par les
phagocytes et les cellules NK qui possedent des récepteurs Fc a leur surface.
Ceux-ci sont donc aptes a éliminer l'antigéne qui leur est lié. Ensuite, les
anticorps font aussi partie de la cascade d'activation classique du complément

qui permet la lyse de la cellule étrangere.
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Les cellules T CD8* font partie de I'élimination des micro-organismes
indépendante des antigénes. Ces cellules sont appelées T cytotoxiques et, une
fois activées par une cellule présentatrice d'antigénes, vont effectuer la lyse des
cellules arborant les mémes épitopes. La lyse s'effectuera par le relachement
d’enzymes dans le milieu intercellulaire. (Janeway et al., 1999 : 395-396 ; Parkin
et Cohen, 2001 : 1777)
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Chapitre 2:  Le neutrophile et I'inflammation

2.1 Les fonctions du neutrophile

Les neutrophiles sont produits en grande quantité chaque jour
puisqu’environ 10" cellules quittent la moelle osseuse pour former une
population équivalente & 3-5 X 10° cellules/ml de sang. L’homéostasie de cette
population cellulaire repose sur le principe de mort cellulaire programmée appelé
'apoptose. Les neutrophiles ont une demi-vie trés courte de 8 a 12 heures dans
le sang, ce qui permet un renouvellement constant des cellules circulantes. Si un
neutrophile recoit un stimulus adéquat, par exemple une cytokine, il retarde alors
le moment de son apoptose afin de pouvoir exercer ses fonctions. (Al-Shami et
Naccache, 1999 : 5333 ; Cassatella et McDonald, 2002 : 174 ; Edwards, 1994 :
4-6 Pelletier, Ratthé et Girard, 2002 : 164 ; Tyther et al., 2001: 41)

2.1.1 La phagocytose

Les neutrophiles ont la capacité d'effectuer la phagocytose et, de ce fait,
d’éliminer bon nombre de pathogénes (Edwards, 1994 : 6). La phagocytose des
micro-organismes s’effectue par le biais de deux types de récepteurs, soit les
récepteurs Fc, qui reconnaissent la portion Fc des immunoglobulines et les
récepteurs du complément (Ravetch et Clynes, 1998 : 421 ; Ravetch et Bolland,
2001 :275). Deux types de récepteurs Fc sont présents de fagon constitutive a la
surface des neutrophiles, soit le FcyRlIllb (CD16) et le FcyRlla (CD32). Le FcyRl
(CD64) peut aussi apparaitre a la surface de ces cellules, mais son expression
doit étre induite, par exemple par I'lFN-y (Chuang, Sassaroli et Unkeless, 2000 :
350 ; Cooney et al., 2001 : 844 ; Durand et al., 2001 :3996). En tant que membre
de la famille des récepteurs du complément (CR), on retrouve, a la surface des



neutrophiles, le CR1 et le CR3 (Edwards, 1994 : 106-112). Lorsqu'un de ces
deux types de récepteurs est engagé, une cascade de signalisation intracellulaire
est engendrée et plusieurs génes sont activés ou réprimés pour enclencher le
processus de la phagocytose (Kobayashi et al., 2002 : 6901 ; Kabutomori et
Iwatani, 2001 : 443).

C Destruction du

micro-organisme

Figure 2. Phagocytose d’un micro-organisme : la fusion du phagosome et
du lysosome permettra la dégradation du micro-organisme par
des enzymes protéolytiques. (inspiré de Edwards, 1994 : 7 et de
Janeway et al., 1999 : 334).
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'y a, entre autres, réarrangement du cytosquelette, production de

certaines cytokines, altérations du transport membranaire, induction des

mécanismes de destruction des microbes et induction de I'apoptose (Edwards,

1994 : 4-6). Durant ce processus, la membrane cellulaire du neutrophile

s'invagine et entoure 'agent externe afin de former une vésicule intracellulaire

appelée phagosome. (figure 2)

SUBSTANCE PROPRIETES
. . Destruction de la majorité des micro-organismes. Inactive|
Myeloperoxidase les toxines. Augmente l'activité anti-microbienne du H,O,.
Défensines Détruit.les bactéries G’ram.-_positives et négatives et certains
champignons en perméabilisant leur membrane.
BPI Détruit la membrane externe de bactéries Gram-négatives.
@ Lie le LPS et hydrolyse les phospholipides.
.g Protéase, détruit les bactéries Gram-positives et négatives
g Icathepsine G et certai‘ns champignons. Inr]ibe la respirgtion .cellula‘ir‘e- et
= les systemes de transport dépendants d'énergie. lnhlbmonﬁ
= de la synthése d'ADN et d'ARN.
<C Elastase Prptéagse, augmente I'a'ctivité’ Q'autres .protéin.es anti-
microbiennes du neutrophile. Détruit la paroi bactérienne.
Protéinase 3 Dégrade certaines protéines de la matrice extracellulaire.
Azurocidine Protéase, détruit certaines bactéries.
Lysosyme Détruit les bactéries Gra_m-positives. Coupe les liens entre
les composantes du peptidoglycane.
B-glucuronidase |[Les hydrolases digeérent les composantes des micro-
» |o-mannosidase organismes détruits dans les phagolysosomes. Chaquej
0 lo-fucosidase hydrolase se référe a la spbstance dont elle porte Ie_ nom.
<_§ B-glucosamidase Par exemple, la B-glucuronidase hydrolyse la glucuronide.
;é, Phospholipase Az

Phospholipase C

Phospholipase D

Tableau 2. Composantes des granules des neutrophiles (selon Edwards,
1994 : 54-73.

Dans le cytoplasme, on retrouve d’autres vésicules, appelées granules,

qui contiennent des enzymes hydrolytiques, des peptides et des protéines aux
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propriétés cytotoxiques qui vont détruire le micro-organisme lorsqu’il y aura
fusion avec le phagosome pour former le phagolysosome ou lors de la libération
dans le milieu intercellulaire (tableau 2). (Edwards, 1994 : 149-167)

2.1.2 La flambée oxydative

La NADPH-oxydase catalyse la réaction NADPH + 20, — 20, + H* +
NADP* et permet la formation des radicaux libres. Ce complexe est constitué de
six sous-unités. Trois se retrouvent dans le cytosol et sont liés aux filaments
d’actine: p40-phox, p47-phox et p67-phox. Trois autres sous-unités (gp-91-phox,
p22-phox et Rapla) se retrouvent sur la membrane cellulaire du neutrophile, mais
peuvent aussi étre présentes sur la membrane des granules intracellulaires. Lors
de ractivation du neutrophile, deux des composantes cytosoliques (p47-phox et
p67-phox) migrent, par le réseau du cytosquelette vers les composantes
membranaires afin de former un complexe fonctionnel. Suite a la phagocytose,
les composantes membranaires de la NADPH-oxydase peuvent aussi faire partie
du phagosome ou encore du phagolysosome. Dans ces deux cas, la formation
de radicaux libres entrainera la destruction du micro-organisme. Toutefois, la
réaction de la NADPH-oxydase peut aussi avoir lieu a I'extérieur de la cellule, par
exemple lorsqu'il y a dégranulation et que les granules fusionnent avec la
membrane plasmique afin de libérer leur contenu dans I'espace intercellulaire.
Lors de ce phénomeéne, le superoxyde permet la destruction des micro-
organismes environnants. Cette activité peut s’avérer nocive pour les cellules de
I'héte, puisqu’il n'y a aucune discrimination entre celles-ci et les bactéries, par
exemple. Il s'agit toutefois d’'un mécanisme de défense efficace, puisque la perte
de quelques cellules saines de fagon locale empéche la prolifération de bactéries
qui pourraient nuire a 'organisme entier. (Edwards, 1994 : 149-167)



2.2  L'activation du neutrophile

Les neutrophiles qui circulent dans le sang adoptent un profil non-activé,
c’est-a-dire une forme ronde uniforme. Le neutrophile activé devient plus allongé
et posséde des pseudopodes. Ses granules fusionnent avec la membrane
plasmique et le nombre des récepteurs augmente a la surface. La premiére
étape de [lactivation du neutrophile est la réponse aux chimioattractants.
Plusieurs de ces molécules peuvent attirer les neutrophiles circulant dans le sang
au site de l'inflammation. Entre autres, notons le leukotriéne B., le peptide C5a
dérivé du complément, I'lL-8 et le facteur d’activation des plaquettes (PAF). Suite
a la liaison de ces chimioattractants aux récepteurs a la surface des neutrophiles,
une cascade de signalisation par les protéines G est induite a l'intérieur de la
cellule. Des messagers secondaires (CAMP, DAG, IP3) sont alors formés,
entrainant une augmentation du calcium intracellulaire. Il y a ensuite
réorganisation du cytosquelette par la polymérisation des filaments d’actine et le
neutrophile change de configuration. Les messagers secondaires jouent aussi un
role dans le déclenchement de la flambée oxydative. Plusieurs kinases sont
phosphorylées lors de I'activation du neutrophile. Par exemple, des membres de
la famille des Src kinases et les MAP kinases. Ceux-ci vont a leur tour
phosphoryler leurs substrats afin d’enclencher tous les mécanismes découlant de
Pactivation du neutrophile. (Edwards, 1994 : 188-231)

Les molécules de surface du neutrophile varient aussi en nombre et en
type suite a lactivation par les chimioattractants. L'expression de certaines
sélectines intégrines est alors augmentée afin de permettre au neutrophile de
s’associer aux cellules endothéliales de la paroi vasculaire. Cette liaison sera
d’abord de faible affinité et le neutrophile roulera le long du vaisseau sanguin par
attachements et détachements successifs aux cellules endothéliales. Ces
liaisons feront place a une association de haute affinité qui permettra au
neutrophile d’adhérer fermement a la paroi vasculaire pour ensuite la traverser
par un processus appelé la diapédése. Le neutrophile migrera donc dans le tissu



selon le gradient de chimioattractants ou il pourra exercer ses fonctions (figure
3). Lorsque le neutrophile activé relache le contenu de ses granules dans le
tissu, les chimioattractants qui y sont emmagasinés attirent alors d’autres cellules
du systéme immunitaire comme les macrophages et les lymphocytes. De cette
fagon, le neutrophile contribue au développement de la réponse inflammatoire.
(Janeway et al., 1999 : 377-378)

@ Chimioattraction
@ Roulement

@ Adhésion ferme
@ Diapédése

Figure 3. Migration du neutrophile vers les tissus (inspiré de Janeway et al.,
378).

2.3 Larésolution de I'inflammation

Comme précédemment mentionné, le processus d'inflammation et
d'élimination des antigénes est essentiel & la survie de I'organisme. Toutefois,
comme celui-ci est néfaste tant aux micro-organismes qu'aux cellules saines, il
importe d'y mettre fin rapidement. L'apoptose des neutrophiles constitue le
principal moyen de résolution de I'inflammation (Haslett et al., 1994 :327 ; Sauvill
et Haslett, 1995 : 385 ; Savill, 1997 : 375). Ce phénoméne, commun & plusieurs
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types cellulaires est nécessaire a I'élimination normale de cellules, tant durant
'embryogenése que lors du vieillissement cellulaire (Fadok et al, 1992 : 4029).
De plus I'apoptose est nécessaire au maintient de ’homéostasie (Cohen, 1993 :
99s; Squier, Sehnert et Cohen, 1995: 2). Les neutrophiles apoptotiques
possedent plusieurs caractéristiques typiques (figure 4). L'absence des corps
apoptotiques, qui permettent la dissociation des éléments cellulaires et ensuite
leur élimination par les macrophages, est caractéristique des neutrophiles,
puisqu’ils sont généralement présents lors de I'apoptose des autres cellules
(Homberg et al., 1995 : 5632 ; Homberg et Roos, 1996 : 94).

=D

Apoptose

e Condensation et fragmentation de ’ADN
e Flip-flop des phosphatidylsérines

e Compactage des organelles

e Réorganisation du cytosquelette

e Pas de corps apoptotiques

o Dilatation du réticulum endoplasmique
o Diminution des fonctions cellulaires

Figure 4. Caractéristiques de ’apoptose des neutrophiles (selon Edwards,
1994 : 4-6 et Homburg et Roos, 1996 : 94).

L’'apoptose, couplée a labsence d'un nouvel influx de neutrophiles
empéche l'attraction d’autres cellules immunitaires et I'inflammation se résorbe
peu a peu (Haslett, Savill et Meagher, 1990 : 225). Puisque les micro-organismes
ne sont plus présents dans le tissu, les cellules endothéliales ne produisent plus
de chimioattractants qui attirent les neutrophiles et les neutrophiles déja présents
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dans le tissu se dirigent vers une mort cellulaire programmée. Les macrophages

présents reconnaissent les neutrophiles apoptotiques et sont en mesure de les
éliminer (Savill et al., 1989 : 865 ;Savill, 1992 : 649).

2.4 Les maladies associées aux neutrophiles

Certaines maladies sont associées soit a une activation démesurée des

neutrophiles, soit a leur absence ou dysfonction chez certains individus.

MALADIE CARACTERISTIQUES
Syndrome de détresse Dysfonction sévére des poumons et infections répétées.
respiratoire aigué (ARDS). |infiltration des neutrophiles aux poumons.

Arthrite rhumatoide.

Inflammation des articulations périphériques. Invasion
de cellules B, T dans la membrane synoviale et de
neutrophiles dans le liquide synovial.

Maladie granulomateuse

[chronique (CGD).

Susceptibilité accrue aux infections bactériennes et
fongiques. Pas de flambée oxydative. Absence ou
déficience du cytochrome b.

Déficience de la
myéloperoxydase.

L'enzyme est absent. Généralement aucun symptome,
possibilité d'une plus grande incidence d'infection au
Candida.

Déficience de I'Adhésion
des Leucocytes (LAD).

Infections bactériennes répétées, neutrophiles déficients
en phagocytose, chimiotactisme, etc. Absence ou faible
expression de molécules d'adhésion : LFA-1, CR3,
gp150, 95.

Syndrome de déficience
spécifique des granules.

Infections répétées de la peau, des poumons, etc.
Neutrophiles bilobés et sans granules ou granules
vides.

Syndrome de Chediak-
Higashi (CHS).

Granules cytoplasmiques géantes. Infections répétées
et dysfonction cellulaire.

Dermatites aigués, infections répétées. Concentration

myélodysplastiques (MDS).

Syndrome de Job. élevée des IgE dans le sérum. Peu de neutrophiles au
site inflammatoire.
Syndromes Infections répétées. Déficience en la production d'un

type de cellules hématopoiétiques (anémie,
neutropénie, monocytose, thrombocytopénie).

Tableau 3. Les maladies associées aux neutrophiles (selon Edwards, 1994 :
263-285 et Abramson et Wheeler, 1993 : 183-214).
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Chapitre 3:  Les cytokines et le systéme immunitaire

3.1 Les cytokines

Les cytokines sont de petites molécules solubles (généralement plus
petites que 15kDa) qui permettent la communication entre les différentes cellules
de lorganisme. Elles sont sécrétées par des cellules et vont se lier a des
récepteurs a la surface de celles-ci en agissant soit de fagon autocrine, sur la
cellule sécrétrice elle-méme, soit de fagon paracrine, sur des cellules
environnantes. Les cytokines, contrairement aux hormones, ont un champ
d’action large et peuvent agir localement de fagons trés variées. Ces molécules
agissent comme des modulateurs majeurs de la réponse immunitaire et une
légére modification de leur concentration dans le milieu peut entrainer des
changements drastiques. Virtuellement, toutes les cellules du corps humain
produisent des cytokines. Cependant, la quantité et la diversité des messagers
produits varie d’un type cellulaire a un autre. Certaines cytokines sont produites
de fagon constitutive (de fagon constante & un niveau basal) alors que d’autres
sont induites par différents stimuli. Différentes combinaisons de cytokines
peuvent engendrer une variété d'activités biologiques. Parfois ces fonctions se
complétent pour former un effet additif alors que d’autres sont plut6t antagonistes
et vont diminuer I'effet d’'une cytokine seule. Il existe plusieurs catégories de
cytokines qui sont divisées selon la source et les actions de celles-ci. Dans
chaque catégorie, il existe encore des sous-catégories qui divisent les cytokines
selon leurs différentes fonctions. Par exemple, il existe une différence entre les
cytokines pro-inflammatoires : promotrices d’inflammation et celles anti-
inflammatoires : inhibitrices d'inflammation. Certaines classes majeures de
cytokines seront maintenant présentées, cependant les cytokines peuvent aussi
étre divisées selon les chaines de récepteurs gu’elles utilisent, puisque certaines
d’entre elles partagent des chaines communes ou ayant une structure semblable.



Cette demiére classification, plus utilisée de nos jours, sera ensuite détaillée.
(Janeway et al., 1994 : 288-292 ; Taga et Kishimoto, 1997 : 797)

3.1.1 Les interleukines

Une des familles de cytokines les plus connues est celle des interleukines.

Mémes si ces molécules possédent peu d’homologie de séquence entre elles,

les interleukines forment un groupe qui a la particularité de permetire la

communication entre les leucocytes. Le nombre des interleukines se chiffre

aujourd’hui a 29, mais celui-ci augmente sans cesse puisque de nouveaux

membres de cette famille sont découverts. Les fonctions des interleukines sont

trés variées et celles-ci agissent sur une ou plusieurs cellules du systéme

immunitaire (Janeway et al., 1994 : 288).

INTERLEUKINE

SOURCE

EFFETS

Monocytes, cellules NK, B et
T, macrophages activés,
neutrophiles, cellules

Fievre, activation des Th et des
macrophages. Prolifération des B et
synthése des immunoglobulines.

IL-1 et |épithéliales, endothéliales, |Prolifération et activation des NK,
-1 |It-1B cellules musculaires lisses, |fibroblastes, astrocytes et cellules
fibroblastes et cellules microgliales. Augmente les intégrines
présentatrices d'antigénes. [de surface des neutrophiles, cellules
B, T et des monocytes.
IL-1 RA ”Monocytes, hépatocytes,  |Antagoniste de I'lL-1c et .
macrophages, neutrophiles.
Cellules Th1 activées, Prolifération des cellules T et B.
IL-2 cellules NK, cellules T et B |Synthése d'IFN-y par les leucocytes
transformées. et sécrétion d'lL-1 , TNF-a et TNF-.
Cellules T activées, NK, Roéle dans I'hématopoiese,
IL-3 mastocytes, cellules prolifération des macrophages et des
epithéliales du thymus, mastocytes, production d'histamine.
kératinocytes, monocytes,
IL-4 Cellules Th2 activées et Prolifération et différenciation des B
Th1, mastocytes. activées, inhibition des Th1.
Cellules T. Croissance et différenciation des
IL-5 éosinophiles, génération de T
cytotoxiques.
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Cellules T, B, granulocytes,
eosinophiles, macrophages,

Croissance et différenciation des
cellules B et T, fievre, production des

IL-6 monocytes, fibroblastes, protéines de phase aigué. Synthése|
cellules endothéliales. des métallothionéines. Induction de la
synthése des immunoglobulines.
Kératinocytes, cellules du  |Croissance des pré-B et pré-T,
IL-7 thymus et de la moelle prolifération des cellules T naives et
osseuse. activées, synthése d'lIL-1, -6 et MIP-1.
Monocytes, hépatocytes, Activation et chimioattraction des
IL-8 macrophages, fibroblastes, [neutrophiles et des granulocytes,
cellules endothéliales, inhibe la production d'IgE par les B.
kératinocytes.
IL-9 Cellules T helper. Prolifération des T helper et
mastocytes.
Cellules Th, B et NK, Inhibe les macrophages, les Th et la
monocytes activés. synthéese de certaines cytokines.
IL-10 Chimioattraction des lymphocytes T
et co-stimulation de la proliférationL
des mastocytes.
IL-11 Fibroblastes. Rdéle dans I'hematopoiése.
Cellules présentatrices Polarisation des Th1, prolifération des
L-12 d'antigenes, cellules B et T, [T naives et des NK. Synthése d'IFN-
macrophages. y, d'lL-2 et de TNF.
Cellules CD4+ et CD8+ Croissance et différenciation des
IL-13 activées, basophiles. cellules B et de monocytes, inhibition]
des Th1 et des macrophages.
IL-14 CellulesB et T. Geénération et survie des B mémoires.
Cellules NK, monocytes, Voir section sur I'lL-15.
macrophages, neutrophiles,
IL-15 cellules B et T, mastocytes,
epithélium intestinal,
vaisseaux sanguins.
IL-16 Cellules CD8+ activées. Chimioattraction des lymphocytes T.
Cellules T activées CD4+, |Augmentation de ICAM-1 sur les
cellules T mémoires. fibroblastes, sécrétion d'IL-6, -8, G-
IL-17 CSF et PGE2 par les cellules
epithéliales, endothéliales et les
fibroblastes.
Monocytes, macrophages, [Chimioattraction des lymphocytes,
cellules dendritiques, T et B, |différenciation des Th1. Augmentation
IL-18 astrocytes, cellules des activités cytotoxiques des NK,
microgliales. Production d'IFN-y par les cellules B
et inhibition de la production des IgE.
IL-19 Monocytes, cellules B. ?
IL-20 Monocytes, kératinocytes. |?
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IL-21 Monocytes. Prolifération des cellules de la moelle]
osseuse.
IL-22 Cellules T, cellules NK. Pro-ipflammatoire, -syl"'\thése des
protéines de phase aigué.
IL-23 ? Augmente la proc!uctipn d'IFN-y par
les cellules Th1 mémoires.
IL-24 Cellules T, monocytes. Apop?ose de lignées cellulaires
cancéreuses.
Mastocytes, cellules Th2.  |Induction de IL-4, 5 et 13 par une
IL-25 population de cellules T, prolifération
des éosinophiles.
Cellules T mémoires, ?
IL-26 cellules NK.
Cellules présentatrices Expansion clonale des T naives et
IL-27 d'antigénes activées. production d'IFN-y par les CD4+
naives.
IL-28 ? Activités antivirales.
IL-29 ? Activités antivirales.

Tableau 4. Les interleukines (selon Cytokine Reference online, 2000,
I’encyclopédie Horst Ibelgaufis' en ligne des cytokines, 2002 et
Janeway et al., 1994 : 288 et 588).

3.1.2 Les interférons et les TNF

Une autre famille de cytokines est celle des interférons. Ces molécules
jouent un role dans certaines réponses de défense de I'héte et dans I'inhibition
de la réplication virale. Les interférons sont surtout produits suite a
'enclenchement des mécanismes de l'immunité acquise. Les membres de la
famille des TNF (tumor necrosis factor) quant a eux, jouent un rble dans la
prolifération et I'activation de certaines cellulaires immunitaires et dans I'induction
de la mort cellulaire par apoptose. (Janeway et al., 1994 : 288 et 385-386)
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CYTOKINE SOURCE EFFETS
Macrophages, Inflammation locale, activation des neutrophiles,
monocytes, cytolyse de lignées cellulaires tumorales.
TNF-o.  [neutrophiles, Destruction cellulaire, activation des cellules
cellules NK, T. endothéliales, angiogénése. Prolifération des
cellules T et astrogliales.
Cellules T et B, Activation des cellules endothéliales.
fibroblastes, Proliferation et synthése de plusieurs cytokines
" TNF-3 [astrocytes, cellules|par les fibroblastes, mitogéne des cellules B.
= endothéliales et  |Cytolyse de cellules tumorales, inhibe Ia
: epithéliales. croissance des ostéoclastes et kératinocytes.
= |LTB |BetTactivées. [Développement des ganglions.
E CD40L lCeIIuIes T, Activation des cellules B et changement
| mastocytes. d'isotype des immunoglobulines.
FasL |Cellules T. Apoptose, cytotoxicité.
ICD27L |[Cellules T. Prolifération et maturation des cellules T.
ICD30L |[Cellules T. Prolifération des cellules B et T.
TRAIL Tissus variés. Apoptose de cellules transformées, marqueur de}
différenciation des cellules NK.
Tissus variés. Inflammation du cerveau, induction d'apoptose,
TWEAK O
activation de NF-kB.
o [IFN-a [Leucocytes. Anti-virale, augmente les CMH de classe 1.
& |IFN-B |Fibroblastes. Anti-virale, augmente les CMH de classe 1.
2 Cellules T et NK. |Activation des macrophages, augmente les
‘qé IFN-y CMH et induit le changement d'isotype des
= immunoglobulines.

Tableau 5. Les interférons et les TNF (selon Cytokine Reference online,

2000, 'encyclopédie en ligne Horst Ibelgaufts' des cytokines,
2002 et Janeway et al., 1994 : 589).

3.1.3 Les chimiokines

Les chimiokines sont apparentées dans leur séquence en acides aminés

et dans leurs fonctions. Une des principales fonctions de cette famille de

molécules est la chimioattraction des leucocytes aux sites inflammatoires. |

existe quatre sous-groupes de chimiokines, soit les CXC, les CC, les C et les
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CX3C, selon la présence de I'acide aminé cystéine séparé ou non par d’autres

acides aminés. Ces différentes sous-catégories possédent aussi des fonctions
qui leur sont apparentées. (Janeway et al., 1994 : 380-382 ; Rossi et Zlotnik,

2000 : 217)
CHIMIOKINE SOURCE EFFFETS
Monocytes, Chimioattraction et activation des
macrophages, neutrophiles, chimioattraction des
IL-8 fibroblastes, cellules T naives, angiogénése.
kératinocytes, cellules
endothéliales.
Monocytes, cellules T et |Chimioattraction des T naives, NK,
IP-10 endothéliales, et monocytes. Immunostimulation,
fibroblastes, inhibe l'angiogénese, active les Th1.
kératinocytes.
CXC Cellules stromales. Chimioattraction des T naives, et
SDF-1 des cellules B. Implication dans le
développement des lymphocytes B,
compétition avec le VIH-1.
NAP-2 Plaquettes. Chimioattractant et activateur des
neutrophiles, angiogénése.
Monocytes, fibroblastes, |Chimioattraction des cellules T
GROO, B, y cellules endothéliales. |naives, des neutrophiles et des
» fibroblastes. Activation des
neutrophiles, angiogénese.
Monocytes, cellules T, |Chimioattractant des monocytes,
lcc  Ivip-1a mastocytes, cellules dendritiques, NK et T et des|
fibroblastes. basophiles. Compétition avec le
VIH-1, promouvoie les Th1.
Monocytes, Chimioattraction des Monocytes,
MIP-1B macrophages, cellules dendritiques, NK et T.
neutrophiles, cellules  |Compétition avec le VIH-1.
endothéliales.
Monocytes, Chimioattractant des monocytes,
macrophages, cellules dendritiques, NK et T et des|
MCP-1 fibroblastes, basophiles. Active les macrophages.
kératinocytes. Relachement de [l'histamine des
basophiles et promouvoit les Th2.
) Cellules T, Chimioattraction des éosinophiles,
Eotaxine endothéliales, monocytes et cellules T, réle dans
épithéliales, plaquettes. |les allergies.
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Cellules T, endothéliales|Chimioattractant des monocytes,
et plaquettes. cellules dendritiques, NK et T, des
basophiles et des eosinophiles.
RANTES Active les cellules T, induit la
dégranulation des basophiles et
l'inflammation chronique.
ATAC Cellules T CD8+. Chimioattraction des cellules T.
(humaine) Version humaine de lymphotactine.

Ic Cellules T. Chimioattraction des thymocytes,
Lymphotactine cellules dendritiques et NK.
(murine) Impliquée dans la localisation des

lymphocytes et leur développement.
Neurotactine [Cellules microgliales. Chimioattraction des neutrophiles.
(murine)

WCX3C Monocytes, cellules Chimioattraction des monocytes et
Fractalkine endothéliales et des cellules T, inflammation du
(humaine) microgliales. cerveau. Version humaine de la

neurotactine.

Tableau 6. Les chimiokines (selon Cytokine Reference online, 2000,

I'’encyclopédie en ligne Horst Ibelgaufts' des cytokines, 2002 et
Janeway et al., 1994 : 591).

3.1.4 Les facteurs de croissance

Tel que leur nom lindique, les facteurs de croissance aident a la

prolifération et & la maturation des cellules de l'organisme. Ces molécules

peuvent agir tant sur des cellules du systéme immunitaire que sur des cellules

des différents tissus de I'organisme. (Nemunaitis, 1997 : 709 ; Trneny et Klener,
1992 : 427 ; Vose et Armitage, 1995 : 2473)
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FACTEUR DE
CROISSANCE

SOURCE

EFFETS

PDGF
(Plaquet-derived
|growth factor)

Plaquettes, cellules
endothéliales,
fibroblastes, placenta,
macrophages,
meégakaryocytes,

Prolifération des tissus conjonctifs, des
cellules gliales et musculaires lisses.
Vasoconstriction. Guérit les blessures,
augmente certains récepteurs
membranaires. Chimioattraction des
fibroblastes, monocytes et neutrophiles.

EGF
(Epithelial
jgrowth factor)

Glandes sous-
maxillaires et glandes
de Brunner.

Prolifération et différenciation des cellules
épithéliales, gliales et mésenchymales.
Sécrétion des sucs gastriques, synthése
d'hormones, agit comme mitogéne.
Augmentation de I'angiogénese,
chimioattractant des fibroblastes et des
cellules épithéliales.

Cellules transformées, |{Guérison  normale des  blessures.
TGF-a keratinocytes, Développement de I'épiderme et des tissus
(transforming macrophages, hépatiques. Augmentation de]
|[growth factor) [plaquettes, l'angiogénése et synthése du collagéne.
hépatocytes.

Cellules Th1 activées
et cellules NK,
plagquettes, cellules
endothéliales,

Prolifération des macrophages et des
lymphocytes, diminution de la production
de cytokines et des CMH de classe |II.
Inhibition de la croissance de plusieurs

variées.

figrowth factor)

TGF-b kératinocytes, cellules. Augmentation de l'angiogénése et
chondrocytes. de la neurogénése. Effet suppresseur dul
systéme immunitaire. Module la sécrétion
des immunoglobulines par les B.
FGF (Fibroblast [Plusieurs cellules Prolifération de plusieurs types cellulaires.

NGF
(nerve growth
factor)

Cellules musculaires
lisses, fibroblastes,
hypothalamus, glande
thyroide, épididyme.

Croissance et survie des cellules neurales.
Synthése de plusieurs neurotransmetteurs,
chimioattraction des polynucléaires et
leucocytes, prolifération des mastocytes.
Relachement d'histamine, prolifération et
différenciation des cellules B et T.

growth factor)

etc.

: . Cellules rénales, Prolifération et  différenciation  des
Erythropoietine hépatocytes, erythrocytes.

(Epo) macrophages.

IGF-1 Cellules hepatiques, |Prolifération et différenciation de plusieurs
(Insulin-like rénales, pulmonaires, |types cellulaires.

IGF-2

Plusieurs cellules
variéees.
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Monocytes, Prolifération et  différenciation  des

fibroblastes granulocytes/neutrophiles, augmente|
G-CSF macrophages, I'ADCC (antibody dependent cellular

neutrophiles, cellules |cytotoxicity).

stromales et

endothéliales.

Cellules T, Prolifération et développement des
GM-CSF endothélium, granulocytes et macrophages. Expression}

fibroblastes, du C3a sur les basophiles.

macrophages.

Monocytes, Prolifération des macrophages et des
IM-CSF granulocytes, cellules |granulocytes. Survie et différenciation des

endothéliales, B et T, |monocytes. Induction de I'ADCC par les

fibroblastes. macrophages production de cytokines.

Tableau 7. Les facteurs de croissance (selon Cytokine Reference online,
2000 et I'encyclopédie en ligne Horst Ibelgaufts' des cytokines,
2002).

3.2 Les récepteurs des cytokines

Chaque cytokine posséde son propre récepteur qui permet a la cellule qui
lexprime & sa surface de répondre a la cytokine correspondante. Les différents
récepteurs permettent d’obtenir la spécificité d’action. Les récepteurs de
cytokines peuvent étre composés de plusieurs sous-unités appelées chaines et,
selon la cytokine, une ou plusieurs chaines est/sont nécessaire(s) pour initier une
vont engendrer une réponse

cascade de signaux intracellulaires qui

fonctionnelle. Par exemple, les récepteurs des hématopoiétines sont
généralement composés d’au moins deux chaines. Les effets peuvent amener a
une activation de la cellule par la phosphorylation de la partie intracellulaire du
récepteur et par le recrutement de différentes catégories de protéines comme les
JAKs ou les STATS (Janeway et al., 1994 : 291 ; Leonard et O'Shea, 1998 :
293). D'un autre c6té, le recrutement de protéines qui déphosphorylent les
récepteurs et les JAKs/STATS, par exemple, les SOCS et SHP-1, entraine quant

& lui une régulation négative de la cellule. Ce phénoméne permet de contréler le
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degre d’activation de la cellule et ainsi d’empécher une suractivation qui pourrait
jouer un réle dans le développement de désordres inflammatoires. (Greenhalgh
et Hilton, 2001 : 348 ; Veillette, Latour et Davidson, 2002 : 669 ; Yasukawa,
Sasaki et Yoshimura, 2000 :143)

3.2.1 Les composantes des récepteurs

Comme mentionné précédemment, il existe plusieurs catégories de
cytokines. Leur classification peut étre basée sur différentes caractéristiques. On
peut observer la structure tridimensionnelle de la molécule, sa composition en
acides aminés ou ses activités biologiques, mais la classification la plus utilisée
de nos jours tient compte des récepteurs auxquels se lient les cytokines. Selon
cette derniere, il y a principalement 8 grandes classes de cytokines. La premiére,
celle des hématopoiétines comporte plusieurs interleukines et certains facteurs
de croissance et renferme quatre sous-catégories distribuées selon I'utilisation
d'une chaine de récepteur commune. Ce partage d’une chaine de récepteur
permet la redondance dans les fonctions des cytokines puisque ces différentes
chaines activent chacune des cascades de signaux intracellulaires spécifiques
lorsque liées par une cytokine. On retrouve comme deuxiéme catégorie les
interférons suivie par le groupe des récepteurs au TNF. |l existe aussi la famille
des récepteurs a I'lL-1 et les membres des récepteurs au TGF. Finalement, on
compte aussi la catégorie des récepteurs couplés aux protéines G, la
superfamille des récepteurs aux immunoglobulines et la superfamille des
récepteurs aux protéines tyrosines kinases. (Barrett, 1996 : 1 ; Dower, 1993 : 28 :
Foxwell, Barrett et Feldmann, 1992 : 161 ; Inglot, 1997 : 353 ; Lu, 1995 : 305 ;
Niederlova et Koubek, 1999 : 169)
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FAMILLES MEMBRES SPECIFICITES

2 lgp130 IL-6, IL-11, CNTF, LIF, Réqepteur fqrmé d'au moins deux chaines. 4
£ lusers OSM, Card1. résidus cystéines prés du groupement NH; et
0 un site WSXWS prés de la région
2 |Bc users|GM-CSF, IL3, IL-5. transmembranaire. Chacune des sous-familles
% L2 4. 7.9 15 21. partage une chaine de récepteur commune
E [YC USers T indiquée par son nom.

T iac users IL'4, IL-13.

IFN-a, B, v, IL-10. 4 résidus cystéines prés du groupement NHo.

Interférons Deux types de récepteurs pour les IFN, soit

IFNRI et IFNRII.

TNF-a, TNFb, FASL,

Plusieurs cystéines dans le domaine

fractaline, MIP1-q, B,
RANTES, etc.

TNF CD40L, NGFR, extracellulaire. Deux types de récepteurs pour
CD95L. les TNF, soit TNFRI et TNFRII.
IL-1 IL-1a, IL-1B, IL-1Ra. |3 domaines extracellulaires semblables aux
immunoglobulines. Deux récepteurs a I'lL-1.
TGF-B TGF-B, BMP. Domaines extracellulaires riches en cystéines.
Deux types de récepteurs au TGF-B.
IL-8, GRO-a, B, v, Récepteurs couplés aux protéines G.
JCh' L ENA-78, éotaxine, Récepteurs a 7 domaines trans-membranaires.
imiokines

Ligands peuvent induire la chimioattraction.

Tableau 8. Les familles de récepteurs de cytokines (selon Barrett, 1996 : 1 ;

Dower, 1993 : 28 ; Fowwell, Barrett et Feldmann, 1992 : 161 ;
Inglot, 1997 : 353 ; Janeway et al., 1994 : 291 ; Lu, 1995 : 305 ;
Niederlova et Koubek, 1999 : 169).

3.2.2 Les cascades de signalisation

Lorsqu’'une cytokine se lie a son récepteur a la surface d’'une cellule,

plusieurs molécules intracellulaires sont recrutées preés de la membrane

cytoplasmique. Selon le récepteur et la cellule cible, un certain groupe de

protéines spécifiques engendre une

réponse cellulaire. Ces molécules

s’assemblent sous la forme d’une cascade, c’est-a-dire que la premiére protéine

a se fixer au récepteur entrainera la liaison de la deuxiéme et ainsi de suite.
(Janeway et al., 1994 : 164-183)
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3.2.2.1 Les cascades d’activation

Une des principales voies d’activation des cellules par les cytokines est la
cascade Jak/STAT (janus kinase/signal transducers and activators of
transcription). Ce type de cascade de signalisation est commun a plusieurs
récepteurs. Les Jak sont des kinases qui s’associent aux récepteurs et qui sont
phosphorylées lors de I'activation de celui-ci. A ce jour, il existe quatre Jaks : Jak-
1, Jak-2, Jak-3 et Tyk-2. Plusieurs récepteurs différents activent une ou plusieurs
des Jaks et chacune de ces Jaks, une fois phosphorylée, a la possibilité de
s'associer a un des STATSs. |l existe 8 STATs connus : STAT 1q, 1B, 2, 3, 4, 5q,
5B et STAT6. Lorsque le STAT se lie a une Jak, il se phosphoryle et se dimérise
pour se rendre dans le noyau. Il existe des homodimeres de STATs, composés
de deux membres identiques phosphorylés, et des hétérodiméres. Les différents
diméres de STATs se lient a divers endroits sur 'ADN et engendrent la
transcription de plusieurs génes. (lvashkiv, 2000 : 220 ; Janeway et al., 1994 :
185 ; Kisseleva et al., 2002 : 1 ; Leonard, 2002 : 271 ; Leonard et O’Shea, 1998 :
293 ; O'Shea, Gadina et Schreiber, 2002 : s121)

Une autre voie d’activation est celle des Src kinases. Lorsqu’un récepteur
est lié par une cytokine, on observe généralement une phosphorylation dans le
domaine intracellulaire principalement aux acides aminés tyrosine, mais aussi,
pour certains récepteurs, sur les sérines et les thréonines. Un motif de
phosphorylation formé de deux tyrosines, séparées par environ treize acides
aminés se nomme ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Ce
motif peut étre reconnu par une molécule possédant un domaine SH, comme les
Src. Lorsqu’un membre de la famille des kinases Src se lie au récepteur, il est
phosphorylé a son tour et capable de recruter d’autres molécules au récepteur
comme des MAP kinases (mitogen-activated protein kinase) ou des molécules de
la famille Erk (extracellular-regulated kinase) (Dong, Davis et Flavell, 2002 : 55).
Ces cascades de signalisation se terminent généralement par un élément
capable de se rendre au noyau et de se fixer a des éléments de 'ADN. (Barrett,
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1996 : 1 ; Boger et Goldberg, 2001 : 557 ; Finidori et Kelly, 1995 : 11 ; Lu, 1995 :
305 ; Taga et Kishimoto, 1992 : 3387 )

3.2.2.2 Les cascades d‘inhibition

Lorsqu’une cellule immunitaire est activée par une cytokine, elle participe
entre autres au processus d’inflammation et d’élimination de [Iantigene.
Toutefois, ce processus inflammatoire engendre des dégats considérables chez
I'néte et il doit étre transitoire. Il est donc nécessaire que la cellule activée
retourne a son état antérieure afin que se résolve l'inflammation. Il existe des
molécules qui ont la propriété d'inactiver les cascades de signalisation
intracellulaires. Parmi ces protéines, on retrouve, chez [I'humain, les
phosphatases, les SOCS, et les PIAS. (Tableau 9) l.es phosphatases sont des
protéines exprimées de fagon constitutive qui ont la capacité de déphosphoryler
des protéines ou des récepteurs. La famille des SOCS (Suppressor of cytokine
signaling) est formée de huit membres (Cis et SOCS-1 a 7). Leur production peut
étre induite par des cytokines ou encore étre constitutive et augmentée par des
cytokines. Chaque SOCS posséde un domaine SH; central ainsi qu’une région
C-terminale contenant la boite SOCS. La longueur de leur région N-terminale
varie. Les SOCS se lient soit directement aux Jak, soit aux récepteurs
phosphorylés. La boite SOCS permet l'ubiquitination et la dégradation des SOCS
et des molécules qui leur sont liés par le protéosome. Les PIAS (Protein
inhibitors of signal transducer and activator of transcription (STAT)) sont
exprimés de fagon constitutive et partagent un domaine liant le zinc et une région
trés acide. Leurs activités se situent principalement au niveau du noyau ou ils
inactivent les STATS. (Cooney, 2002 :83 ; Greenhalgh et Hilton, 2001 :348 ; Kile,
Nicola et Alexander, 2001 : 292 ; Kile et Alexander, 2001 : 1627 ; Krebs et Hilton,
2000 : 2813 ; Krebs et Hilton, 2001 : 378 ; Starr et Hilton, 1999 : 47 ; Veillette,
Latour et Davidson, 2002 : 669 ; Yasukawa, Sasaki et Yoshimura, 2000 : 143)
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INHIBITEUR FONCTION MECANISME
Regulation négative du BCR, TCR, |Déphosphorylation de JAK2 et
2 lsHp-1 de la cascade de signalisation du des composantes d_e !a
p2 GM-CSF, CSF-1, EPO, IL-3, IFN-y.  [signalisation par la liaison au
§ récepteur.
= Impliqué dans la signalisation du BCR|Déphosphorylation de JAK2.
o lcpas et TCR. Régulation négative de
o certaines cascades de cytokines (IL-
3, IFN-y, EPO).
Régulation négative de la cascade de |Lie les résidus phosphorylés
CIS IL-2, IL-3, EPO, GH et prolactine. sur le récepteur et empéche la
phosphorylation des STAT.
Régulation négative de la cascade de |Lie la boucle d'activation des
SOCS-1 [IFN-a, IFN-y, IL-2, 3, 4, 6, EPO, LIF, |JAKs et empéche la liaison de
GH, TNF-o, TPO et TSLP. I'ATP.
Régulation négative de la cascade de [Inconnu.
o [FP°S2 |GH, IL-6, LIF et IGF-1.
8 Reégulation négative des cascades de |Interagit avec plusieurs
2 SOCS-3 EPO, IL-2, 3, 4, 6, 9, 11, LIF, IFN-y, |récepteurs phosphorylés et lie
GH, prolactine, leptine, insuline et les JAKs.
IGF-1.
SOCS-4 [Inconnue. Inconnu.
Régulation négative de la cascade de jInconnu.
SOCS-5 1) 6 et LIF.
SOCS-6 |[Inconnue. Inconnu.
SOCS-7 (Lie Nck. Inconnu.
Inconnue. Lie le dimére non méthylé de
PIAS1 STAT1 et empéche leur liaison
a I'ADN.
Inconnue. Lie les STAT3 phosphorylés et
o [PIAS3 les empéche d'activer des
< génes.
@ IPIAS-y |Inconnue. Inconnu.
PIAS-y Empéche la signalisation de I''FN-y. |Inhibe I'activation de géjnes de
STAT1, pas sa liaison a I'ADN.
PIASx-a [[Inconnue. Inconnu.
PIASx-B {Inconnue. Inconnu.

Tableau 9. Les composantes des cascades de signalisation inhibitrices
(selon Cytokine Reference online, 2000 et I'encyclopédie en
ligne Horst Ibelgaufts' des cytokines, 2002).
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3.3 Les cytokines et les maladies

Comme mentionné précédemment, la production des interleukines et
autres cytokines est un phénoméne hautement contrdlé, et un minime
déséquilibre peut avoir des effets notables sur un ou plusieurs types cellulaires et
méme sur l'orientation ou I'efficacité de la réponse immunitaire. De ce fait, il
existe plusieurs pathologies découlant aussi bien d’'une carence en une cytokine
que d'un surplus. De plus, I'absence ou la défaillance d'un récepteur d’une
cytokine spécifique entraine des symptémes similaires a une deficience en la
cytokine elle-méme. Par exemple, dans I'arthrite rhumatoide, on observe un taux
élevé de cytokines pro-inflammatoires dans les articulations des patients qui
contribue au maintien du statut inflammatoire de I'articulation (Edwards, 1994 :
282-285). Par contre, chez les patients X-SCID (X-linked severe combined
immune deficiency) qui ont une susceptibilité accrue aux infections, c’est la
chaine de récepteur yc, commune a plusieurs cytokines, et dont le géne est situé
sur le chromosome X, qui est mutée. La déficience de cette chaine empéche
laction de plusieurs cytokines comme l'lL-2, 4, 7, 9, 15 et 21 sur les cellules
immunitaires et engendre une diminution des capacités du systéme de défense
de l'organisme (Uribe et Weinberg, 1998 : 299). Une déficience des molécules
jouant un réle dans la cascade de signalisation des récepteurs peut aussi étre
une source de pathologies plus ou moins graves selon le niveau auquel elle se
situe. Depuis quelques années, les cytokines sont de plus en plus ciblées pour
des thérapies contre des maladies ou des cancers (Garrison et McDonell, 1999 :
i65 ; Moreland et al., 1997 : 141 ; Negrier et al., 1998 : 1272 ; Rosenberg, 1994 :
907 ; Rosenberg, 2001 : 380). Une meilleure connaissance de leurs sources et
de leurs actions permet d'identifier des situations ou I'ajout ou le blocage d’une

cytokine pourrait étre bénéfique a I'organisme.

Il est possible de modifier la réponse a une cytokine, et ce, a plusieurs

niveaux différents. Les cytokines et leurs récepteurs peuvent étre modulés, soit a
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la hausse, soit a la baisse par différents stimuli tels que des facteurs
environnementaux, des polluants, des dérivés chimiques, la présence
d’antigénes ou de pathogenes et méme par d’autres cytokines (Lu, 1995 : 305;
Niederlova et Koubek, 1999 : 169; Parkin et Cohen, 2001 : 1777). Tout d’abord,
on peut stimuler ou inhiber la production d'une cytokine en modifiant la
transcription méme de son ARN ou encore la traduction de la protéine. Ensuite,
on peut inhiber I'effet d’'une cytokine en injectant localement ou en modulant la
sécrétion des récepteurs solubles a celle-ci. Les récepteurs solubles lient la
cytokine et agissent comme compétiteurs directs en 'empéchant de se lier & son
récepteur a la surface d'une cellule. Ainsi, la cytokine demeure dans la circulation
ou les tissus, mais elle est neutralisée. D’un autre cété, on peut aussi utiliser des
antagonistes du récepteur a la cytokine afin de bloquer I'espace occupé
normalement sur le récepteur par la cytokine et ainsi empécher celle-ci de se lier
et d’'induire une signalisation. Finalement, on peut inhiber des éléments de la
cascade de signalisation induite par la liaison de la cytokine & son récepteur a
I'aide d’inhibiteurs spécifiques pour empécher I'effet de la cytokine sur la cellule.

Compte tenu de la redondance de plusieurs cytokines qui peuvent
effectuer des fonctions similaires sur un méme type cellulaire, il se peut qu'une
déficience en une cytokine particuliere ne cause pas de probléme majeur sur
I'organisme. Par contre, comme les cytokines agissent souvent sur plusieurs
types cellulaires différents, une déficience en une cytokine peut aussi affecter
plusieurs aspects de la réponse immunitaire de l'organisme. (Janeway et al.,
287-290)
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Chapitre 4:  L’interleukine-15

41 La production de I'lL-15

L’IL-15 est une cytokine de la famille des hématopoiétines qui utilisent la
chaine de récepteur yc (He et Malek, 1998 :503 ; Lin et al., 1995 :331). Cette
famille comporte aussi les interleukines-2, 4, 7, 9 et 21 (Asao et al., 2001 : 1 ; Giri
etal., 1995 : 763 ; Kimura et al., 1995 : 115 ; Noguchi et al., 1993 : 1877 ; Russell
et al, 1993 : 1880) . Le géne de linterleukine-15 comporte 9 exons, dont 7
codant pour la protéine (Anderson et al., 1995 : 701 ; Krause et al., 1996 : 667).
La production de 'lL-15 est un phénoméne contrélé de fagon trés stricte et post-
transcriptionnelle (Bamford et al., 1996 : 476 ; Grabstein et al., 1994 : 965).
Malgré les taux éleves d’ARN messager détectés chez plusieurs types
cellulaires, la protéine est sécrétée en trés faible quantité par les monocytes, les
cellules dendritiques, les cellules stromales de la moelle osseuse, I'épithélium du
thymus, les astrocytes et les cellules microgliales foetales, les cellules épithéliales
des tubules corticaux et I'épithélium de l'intestin foetal (Bramford et al., 1996 : 476
; Carson et al., 1995 : 2578 ; Grabstein et al., 1994 : 965 ; Jonuleit et al., 1997 :
2610 ; Leclercq et al., 1996 : 325 ; Lee et al., 1996 : 1062 ; Mohamadzadeh et al.,
1995: 4492 ; Reinecker et al.,, 1996: 1706 ; Weiler et al,, 1998 : 1194).
Cependant, si I'lL-15 est peu sécrétée dans le milieu intercellulaire, elle est aussi
détectée lorsque liee a son récepteur, a la surface de fibroblastes, de monocytes
et de précurseurs de leucocytes (Briard et al., 2002 : 4326 ; Musso et al., 1999 :
3531). De plus, une grande quantité de la cytokine demeure a l'intérieur méme

des cellules suggérant un réle dans le trafic cellulaire.

Il existe deux isoformes de I'lL-15. La premiére posséde un signal peptide
long et se retrouve soit dans le cytoplasme et le noyau pour étre dégradée par
les protéosomes, soit dans le réticulum endoplasmique pour étre sécrétée en



passant par différentes voies de glycosylation. La deuxiéme présente un signal
peptide court, ne passe pas par le réticulum endoplasmique et demeure dans le
cytoplasme et le noyau de la cellule (Kurys et al., 2000 : 30653). La longueur du
signal peptide et la présence de nombreux codons AUG & I'extrémité 5’ de la
protéine favoriserait la faible transcription de I'lL-15. Cette faible transcription
pourrait étre aussi pergue comme un mécanisme de défense du corps humain,
puisqu'on sait qu'une trop grande quantité d'IL-15 peut favoriser le
developpement de certaines maladies tant inflammatoires qu’infectueuses.

4.2 Le récepteur de I'lL-15

Le récepteur de linterleukine-15 se retrouve sur plusieurs cellules de
Forganisme, entre autres sur les cellules immunitaires T, B, NK, les neutrophiles
et les mastocytes (Anderson et al., 1995: 29862). Il est composé de trois
chaines dont deux sont utilisées par d’autres cytokines. En plus de partager sa
chaine y avec plusieurs interleukines (2, 4, 7, 9, 21), le récepteur de I'lL-15
partage sa chaine [ avec celui de I'lL-2 et ainsi, ces deux cytokines possédent
certaines fonctions similaires. (Bamford et al., 1994 : 4940 ; Giri et al, 1994 :
2822 ; Grabstein et al., 1994 : 965).

4.2.1 Les chaines du récepteur

L’interleukine-15 se lie a un récepteur possédant trois chaines dites
classiques soit la IL-15Ra, la IL-2/15Rp et la yc. Les chaines B et y font partie de
la superfamille de type1 des récepteurs de cytokines. Ceux-ci possédent un motif
composé de quatre cystéines extra-cellulaires. La chaine IL-15Ro., par contre
n'appartient pas a ce groupe, mais est plutot une protéine membranaire de type 1
(ou hématopoiétine). Elle comporte, comme [I'IlL-2Ro, un domaine SUSHI,

important dans les interactions entre les protéines (Giri et al., 1995 : 3654). Une
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liaison de haute affinité est obtenue lorsque la cytokine se fixe a I'lL-15Ra seule
ou au récepteur entier (a, B, v) (Anderson et al., 1995 : 29862 : Giri et al., 1995 :
3654). Une moyenne affinité de liaison est rencontrée lors de la présence
conjointe des chaines B et y (Tagaya et al., 1996 : 4928). Récemment, une toute
nouvelle chaine de récepteur de I'IL-15, nommée IL-15RX a été découverte chez
les mastocytes (Tagaya et al., 1996 : 329 ; Tagaya et al., 1996 : 4928). Ces
cellules répondent a I'lL-15 grace a une chaine de récepteur différente de celles
partagées avec I'lL-2, qui active, comme expliqué plus loin, une voie Jak/STAT.

|

Classique I Mastocytes I I Lignée Raji I | Neutrophiles I

Figure 5. Les récepteurs de l'interfeukine-15.

422 Les cascades de signalisation activées

Lorsque l'interleukine-15 se lie a son récepteur, plusieurs cascades de
signalisation sont activées. La chaine B du récepteur de I'lL-15 est associée avec
la protéine Jak1 et la chaine yc, avec Jak3 (Johnston et al., 1995: 8705:
Witthuhn et al., 1994 : 153). Ces deux protéines recrutent, par la suite, les STATs
3 et 5 (Johnston et al., 1995 : 8705 ; Lin et al., 1995 : 331).
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Figure 6. Les cascades de signalisation induites par P'lL-15: La

phosphorylation du récepteur permet le recrutement des Jaks,
qui phosphorylent les STATs. Les STATs dimérisés migrent
dans le noyau ou ils induisent la transcription de génes.
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Il a été récemment démontré, dans une lignée de cellules humaines B
« Raji », que la partie intracellulaire de la chaine de récepteur o de I'lL-15
s’'assoce & la protéine Syk (Bulanova et al., 2001 : 6292). Ce phénoméne est
plutét inattendu, puisque la queue intracytoplasmique de I'lL-15Ra est courte. La
chaine IL-15RX, quant a elle, améne le recrutement de Jak2 et de STATS5, ainsi
que Tyk2 et STAT6 (Tagaya et al., 1996 : 4928). De plus, il a été démontré que
la cascade Ras/Raf/MAPK, qui induit 'activation de fos, de jun et des tyrosines
kinases de la famille src est activée par 'lL-15 (Miyazaki et al., 1995 : 223). On
remarque aussi 'activation des facteurs de transcription NF-xB et AP-1 par I'lL-
15 chez tous les lymphocytes mais non chez les neutrophiles, qui activent
seulement NF-xB (Lin et al., 1995 : 331). (figure 6)

4.3 Les effets de I'lL-1

L'interleukine-15 est une cytokine pro-inflammatoire, c’est-a-dire, qu'elle
aide au développement de la réponse immunitaire et de l'inflammation. Elle
possede aussi des propriétés anti-tumorales et elle agit sur plusieurs aspects des
cellules immunitaires comme la maturation, la croissance, l'activation et la

secrétion de cytokine.

4.3.1 Les effets sur les cellules du systéme immunitaire humain

TYPE

CELULLAIRE FONCTIONS MODULEES REFERENCES

Augmentation de la prolifération, induction de la|/Armitage et al.,

Cellule B production d'anticorps (IgG1, IgM, IgA induits{1995: 483; Trentin et

par la co-stimulation avec le CD40). al., 1996: 3327.
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Facteur de croissance des cellules T activées et|Bamford et al., 1994:
T mémoires, effet de chimioattraction,/4940; Burton et al.,
orientation de la localisation et de 'homéostasie.[1994: 4935; Chu et
al., 1999: 1896;
ICellule T Kanegane et
Tosato, 1996: 230;
Lodolce et al., 1998:
669; Wilkinson et al.,
1995: 1255.
Monocyte Sécrétion des chimioattractants IL-8, MCP-1. g/l5u;130 et al.,, 1999:
Faible concentration d'IL-15: diminution de lalAlleva et al., 1997:
production d’'IL-1, d'IlL-6 et de TNF-o. Forte{2941.
Macrophage concentration d'IL-15: augmentation de la
roduction de ces mémes médiateurs.
Maturation, difféerenciation et prolifération,|Carson et al., 1994:
production de cytokines (IFN-y, GM-CSF, TNF-[{1395; Fehniger,
o) et de chimiokines (MIP-1a et-1B). Permet|Carson et Calleg,
d'effectuer la cytotoxicité cellulaire dépendante|1999: 1476;
d'anticorps (ADCC). Si co-stimulé avec IL-12,[Fehniger et al, 1999:
production d'inhibiteurs de la réplication du virus|4511; Fehniger et
Cellules NK  d’immunodéficience humaine in vitro. al., 2000: 1643;
Mrozek et al., 1996:
2632; Robertson et
al., 1990: 2421;
Ross et Caligiuri,
1997: 910; Yu et al.,
1998: 3647.
Retarde l'apoptose et augmente la production|Masuda et al., 2000:
Mastocyte de I'L-4 chez les souris, aucune confirmation|29331; Masuda et
encore chez I'humain. al., 2001: 26107.
Neutrophile jVoir section suivante.

Tableau 10. Effet de I'lL-15 sur les cellules du systéme immunitaire.

Malgré ces rbles importants, les souris transgéniques déficientes en IL-15

sont viables et ne présentent pas de déficience aux muscles, aux vaisseaux

sanguins ou aux os. Cependant, ces souris ne possédent pas de cellules NK, ont

une déficience en cellules mémoires CD8+, ont une diminution du nombre de

cellules de certains sous-types de cellules T et ont une diminution du poids et de
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la cellularité des ganglions périphériques. (Kennedy et al., 2000 : 771; Loldolce et
al., 1998 : 669)

4.3.2 Les effets sur le neutrophile humain

Les neutrophiles possédent le récepteur classique de I'lL-15 (Djeu et al.,
1993 : 960 ; Girard et al., 1998 : 232 ; Liu et al., 1994 : 3870 ; Nakarai et al.,
1994 : 241) et possiblement une chaine de récepteur X puisqu’une liaison de I'lL-
15 & son récepteur sur les neutrophiles entraine une activation de la kinase Jak2
(Pelletier, Ratthé et Girard, 2002 : 164). L'IL-15 module plusieurs fonctions des
neutrophiles. Elle augmente leur phagocytose, augmente leur synthese de
protéines et d’ARN de novo, elle retarde leur apoptose spontanée (Girard et al.,
1996 : 3176), elle augmente leur production d’IL-8 (McDonald et al., 1998 :
4828), et elle augmente leur capacité a inhiber la croissance de Candida albicans
(Musso et al., 1998 : 2640). L'IL-15 ne semble cependant pas nécessaire a la
maturation des neutrophiles (Kennedy et al., 2000 : 771 ; Lodolce et al., 1998 :
669).

4.4 Role thérapeutique de I'lL-15

L'interleukine-15, lorsque surexprimée, possede des effets néfastes sur
Forganisme qui se traduisent par des maladies. Par contre, cette cytokine
augmente les fonctions de plusieurs cellules du systéeme immunitaire et plusieurs
évidences nous portent a croire qu'il serait trés intéressant de pouvoir développer
une immunothérapie avec l'interleukine-15, tant dans les cas de cancers que
pour les transplantations ou encore pour certains vaccins. (Azzarone et al.,
1996 : 27 ; Ferrini, Azzarone et Jasmin, 1996 : 656 ; Gamero et al., 1995 : 4988)
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4.4.1 Roéle dans les maladies

Plusieurs maladies sont caractérisées par une quantité excessive ou un
manque d’IL-15. D’autres sont reliées a une mauvaise réponse de la part de la
cellule cible soit a cause d'une déficience ou d'une trop grande sensibilité du
récepteur. Comme cette cytokine agit sur plusieurs types cellulaires, les
catégories de maladies auxquelles I'interleukine-15 est associée sont variées.

4.41.1 Les maladies inflammatoires

L’interleukine-15 joue un réle dans plusieurs maladies inflammatoires
(Kirman, Vainer et Nielsen, 1998 : 285). Tout d’abord, elle joue un rble dans
Parthrite rhumatoide en étant surexprimée dans les articulations des patients
atteints (Harada et al, 1999: 1508 ; Mclnnes, et al., 1996: 175). Ces
articulations comportent aussi un nombre anormalement élevé de cellules T, de
neutrophiles, de cytokines proinflammatoires (IL-i0.,8, IL-6, TNF-o, B) et de
chimioattractants  (IL-15, IL-8, MCP-1, MIP-10). Comme [I'IL-15 est
chimioattractante pour les cellules T, elle contribuerait au maintien de la
population de ces cellules dans l'articulation. L’interleukine-15 augmente aussi la
production de TNF-o des cellules T (Mclnnes et al., 1997 : 189). De plus, comme
elle retarde I'apoptose des neutrophiles et augmente leur production d’IL-8, elle
assurerait la survie des neutrophiles et le constant renouvellement de cette
population, ainsi que I'attraction d'autres types de cellules inflammatoires. L’IL-15
induit aussi la production de I'lL-17, qui augmente le relachement d’IL-6, IL-8, de
GM-CSF et de PGE2 par les synoviocytes, ce qui contribue a l'inflammation
(Ziolkowska et al., 2000 : 2832).

L'IL-15 est aussi présente dans la sarcoidose ou elle joue aussi un rble

d’activateur de la prolifération des cellules T (Agostini et al., 1996 : 1115). Dans
le cas des inflammations chroniques de l'intestin, soit la colite ulcéreuse et la
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maladie de Crohn, on retrouve un pourcentage élevé de cellules mononucléaires
périphériques du sang (PBMC) exprimant lIL-15 (Kirman et Nielsen, 1996 :
1789). Cette cytokine est aussi détectée abondamment dans le sérum, les
biopsies et les fluides locaux des patients atteints de ces maladies
comparativement aux individus sains (Lui et al., 2000 : 331 ; Sakai et al., 1998 :
1237).

L'IL-15 est aussi associée a la maladie chronique du foie causée par
I'hépatite C. Des taux élevés d’'IL-15 ont été détectés chez ces patients ainsi que
chez les patients atteints d’hépatocarcinome (Kakumu et al., 1997 : 458). Les
traitements sont accompagnés par une réduction du niveau d’'IL-15. Du c6té de la
sclérose en plaque, on retrouve un taux élevé de monocytes exprimant 'ARN
messager de I'lL-15 (Kivisakk et al., 1998 :193). De plus le niveau d’lL-15 est
plus bas chez les patients en rémission. (Pashenkov et al., 1999 : 302).
L’interleukine-15 contribuerait donc aux maladies inflammatoires en augmentant

et en permettant la persistance de l'inflammation.

4.41.2 Le rejet de greffe

Les cytokines s’associent au rejet de greffe en permettant l'infiltration et
l'activation de cellules immunitaires dans les organes greffés. L'IL-15 est
présente en plus grande quantité dans les greffes rénales rejetées, comparées a
celles qui ne le sont pas (Pavlakis et al., 1996 : 543). Dans ce cas, I'lL-15
contribuerait a la prolifération des cellules T (van Gelder et al., 1998 : 405). Des
études démontrent que I'lL-15 pourrait jouer le méme rdle dans les greffes du
coeur (Baan et al., 1999 : 2726). La chaine yc serait principalement visée puisque
les autres cytokines utilisant cette chaine sont aussi liées au rejet des greffes du
coeur. De plus, il a été démontré, lors d’expériences effectuées chez la souris,
que le blocage de cette chaine, entraine une prolongation de la survie de la
greffe (Li et al., 1998 : 890). Le blocage de la chaine IL-15Ra. par un anticorps
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soluble contre celle-ci augmente aussi a un certain point la survie de la greffe
(Smith et al., 2000 : 3444).

441.3 Le cancer

Durant la leucémie engendrée par le virus HTLV-1, la transcription du
géne de I'lL-15 est activée par une protéine virale nommée Tax via un site NF-xB
(Azimi et al., 1998 : 2452). De plus, cette protéine active aussi I'expression du
gene de la chaine IL-15Ra (Mariner et al., 2001 : 2602). Il n’est cependant pas
encore clair de quelle fagon I'lL-15 participe a la progression de la maladie. De
plus, I'lL-15 agit possiblement dans le lymphome cutané des cellules T en
permettant la croissance et la survie de ces cellules. (Dobbeling et al., 1998 :
252). L'interleukine-15 favorise aussi la maladie lymphoproliférative des
lymphocytes granulaires. Il a été démontré que des cellules isolées des patients
atteints de ce désordre possédaient le récepteur classique de I'lL-15 (chaines o,
B et y) et proliféraient en réponse a la cytokine (Zambello et al., 1997 : 201). Dans
ce cas, I'lL-15 serait liée a la surface des cellules. Finalement, I'lL-15 induit la
prolifération des cellules B issues de la leucémie lymphocytaire et de la leucémie
des trycholeucocytes (Trentin et al., 1996 : 3327). L’interleukine-15 aiderait aussi
a la propagation du mélanome multiple qui exprime le récepteur de I'lL-15, en
produit et a accés & une régulation autocrine (Tinhofer et al., 2000 : 610).

4.41.4 Les maladies infectieuses

Les niveaux d'IL-15 sont aussi élevés chez les patients atteints de
maladies causeées par le virus HTLV-1 (Azimi et al., 1999 : 4064). On en retrouve
aussi de grandes quantités chez les patients atteints de mélioidose, une maladie
causée par la bactérie Burkholderia pseudomallei (Lauw et al., 1999 : 1878). De
plus, une augmentation de l'activité des cellules NK dépendante de l'interleukine-
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15 a été détectée dans les infections aux virus de Fherpés humain de type 6
(HHV-6) et de type 7 (HHV-7), ainsi qu'au virus de 'herpés simplex de type 1
(HSV-1) et au virus d’Epstein-Barr (EBV) (Atedzoe et al., 1997 : 4966 ; Flamand
et al., 1996 : 1373 ; Gosselin et al., 1999 : 4210).

4.4.2 Potentiel thérapeutique

L'IL-15 posséde des fonctions qui lui sont spécifiques et des fonctions qui
sont partagées avec I'lL-2. Par contre, dans certaines fonctions, I'lL-15 est plus
efficace que I'lL-2, donc une immunothérapie utilisant cette cytokine pourrait
s’avérer trés intéressante. L’IL-15 s’accumule aussi plus efficacement que I'lL-2
dans la moelle osseuse lorsque administrée de fagon intraveineuse (Kobayashi
et al., 2000 : 3577). Compte tenu de l'activité de I'lL-15 sur les cellules NK, il est
possible que des doses d’IL-15 puissent augmenter l'activité et la survie des NK
ainsi que leur production de cytokines. Ces fonctions pourraient étre utiles dans
le traitement des cas de cancer, soit par l'injection d’IL-15 seule ou par l'injection
d’'une combinaison de cytokines. Les cellules T CD8" sont aussi trés efficaces
pour éliminer les cellules transformées et puisque I'lL-15 permet leur survie, cette
cytokine pourrait étre avantageusement utilisée. Finalement, I'lL-15 pourrait étre
utilisée afin d’augmenter les fonctions des toutes les cellules qui répondent a
cette cytokine. Par exemple, I'lL-15 augmente la survie des cellules T issues de
transplantation de cellules progénitrices du sang périphérique qui sont
généralement trés susceptibles a 'apoptose spontanée (Rutella, S. et al., 2001 :
1503). La toxicité de cette cytokine demeure cependant toujours a déterminer. En
plus de la thérapie avec la cytokine méme, des anticorps contre les chaines du
récepteur de I'lL-15 ou des agents bloquants contre la cytokine pourraient étre
utilisés afin de contrer les effets néfastes d’une surproduction d’IL-15.

Certaines combinaisons de cytokines, lorsqu’utilisées conjointement a des

vaccins permettent une meilleure réponse du systéme immunitaire et une
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protection accrue contre le pathogéne visé (Scheerlinck et al. 2001 : 4053). De
plus, il existe une technologie qui utilise des antigénes tumoraux afin de vacciner
I'organisme et de tenter d’obtenir de sa part une réaction immunologique contre
le cancer. La réponse de l'organisme est augmentée lorsque ces vaccins sont
donnés en combinaison a une forte dose d’IL-2 (Rosengerg, 2001 : 380).
Puisque I'lL-15 a un rdle a jouer dans I'activation des cellules NK et la survie des
cellules T CD8* mémoires, on peut penser que 'administration conjointe de cette
cytokine et des vaccins anti-tumoraux pourrait augmenter la réponse du systéme

immunitaire.

Jusqu'a maintenant, les essais de thérapies avec I'lL-15 sont encore a des
stades pré-cliniques et cette cytokine n’a pas encore été administrée a des
humains. Cependant, plusieurs études démontrent que l'interleukine-15 serait un
bon candidat pour le traitement du cancer, par exemple, par I'expansion exogéne
de populations NK et des cellules mémoires CD8+. Plusieurs études ont été
effectuées chez les souris. L'administration exogéne d’lL-15 permet I'expansion
des cellules NK in vivo (Munger et al., 1995 : 289; Evans et al., 1997 : 66) ainsi
que l'expansion des cellules CD8" mémoires, ce qui améne une résistance
accrue aux infections virales et parasitiques (Zhang et al., 1998 : 591; Lee et al.,
1999 : 299). De plus, les souris transgéniques surexprimant I'lL-15 ont une plus
grande capacité a générer des cellules T CD8" mémoires suite a une infection
avec Listeria monocytogenes (Yajima et al., 2002 : 1198). Ces souris ont aussi
une augmentation de la réponse au Mycobacterium bovis bacillus Calmette-
Guerin suite a une augmentation des cellules NK et de la réponse cytotoxique
(Unemura et al., 2001 : 946). Plusieurs éléments pouvant bloquer I'action de I'lL-
15 ont été utilisés chez la souris. Un anticorps contre la chaine IL-15Ra a été
développé (Ruchatz et al., 1998 : 5654) et semble améliorer I'arthrite induite par
le collagéne. Une autre équipe (Khan et al., 2002 : 1463) a utilisé le méme type
d’anticorps et a bloqué la réponse immunitaire au parasite Tocoplasma gondii.
Un antagoniste de I'ilL-15 (Kim et al., 1998 :5742) a aussi été mis au point et un
serum polyclonal neutralisant (Fehniger et al., 2000 : 1643) diminue les réactions

47



d’hypersensibilité. Finalement, un anticorps humanisé contre la chaine f du
récepteur de I'lL-15 et de F'lL-2 augmente la survie des greffes autologues du
coeur (Tinubu et al., 1994 : 4330).

Bref, en administrant I'interleukine-15, on peut induire la prolifération de
cellules activées par cette cytokine et permetire une meilleure réponse
immunitaire & des cancers ou des syndromes dimmunodéficience. En la
bloguant, on peut diminuer son effet et contrer des maladies inflammatoires, des
rejets de greffe et des cancers. Cependant, peu importe la cytokine visée, il faut
toujours garder en téte qu'il existe une ligne trés mince entre une dose
thérapeutique et une dose d‘excés qui entraine des pathologies.
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1.1 Résumé en francais de l'article 1

Linterleukine-15 (IL-15) est une cytokine qui posséde un potentiel
thérapeutique intéressant. Toutefois, IIL-15 est aussi une cytokine pro-
inflammatoire qui active les neutrophiles. Les mécanismes d’activation des
neutrophiles par I'lL-15 ne sont pas encore bien compris. Méme si ces cellules
sont reconnues pour exprimer un récepteur fonctionnel de I'lL-15 (IL-15R)
composé des chaines IL-15Ra, IL-2/15Rp, et yc, le réle de chacune des
composantes du récepteur n’a jamais été élucidé dans I'action de I'lL-15 sur les
neutrophiles. Dans la présente étude, des analyses de cytométrie en flux révélent
que la capacité de I'lL-15 a augmenter la phagocytose des neutrophiles et
retarder leur apoptose n'est pas due a une augmentation de I'expression de IL-
15Ra, IL-2/15Rp (CD122) et yc (CD132) a la surface des neutrophiles. Un pré-
traitement des neutrophiles avec des anticorps spécifiques a IL-15Ra, CD122 ou
CD132 inhibe la phagocytose des globules rouges de moutons opsonisés de 40,
21 et 27% respectivement. Comme prévu, le pré-traitement des neutrophiles
avec un anti-IL-2Ro. (CD25) n'a eu aucun effet. En utilisant une approche
similaire pour étudier le réle de chaque composante du IL-15R dans I'apoptose, il
a été démontré que les anticorps contre IL-15Ra et IL-2Ro (isotype 19G+)
peuvent retarder I'apoptose peu importe que I'lL-15 soit ajoutée a la culture ou
non. Cependant, les anticorps dirigés contre CD122 (IgGza) ou CD132 (IgGzb)
n‘ont aucun effet. Ces résultats sont en accord avec la liaison préférentielle des
récepteurs Fc aux IgG; comparée aux 1gG,. Un pré-traitement des neutrophiles
avec l'inhibiteur de Syk piceatannol inhibe de fagon significative 'augmentation
de la phagocytose induite par I'lL-15. De plus, I'lL-15 induit la phosphorylation de
Syk et celle-ci est inhibée par un pré-traitement des cellules avec le piceatannol.
L'effet de I'lL-15 sur I'apoptose est aussi renversé par le piceatannol et les
anticorps de type IgGi, mais non IgG, induisent la phosphorylation de Syk.
Finalement, la protéine Syk s'associe physiquement avec la chaine IL-15Ro et
cette association est augmentée par I'lL-15. Nous concluons que IL-15Ra joue
un réle important dans 'augmentation de la phagocytose induite par I'lL-15. De
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plus, PlL-15 induit la phosphorylation de Syk qui s’associe avec I'IL-15Ro.
Finalement, la cascade de signalisation induite par Syk permet la modulation de
la phagocytose des neutrophiles, mais aussi de la suppression de I'apoptose
induite par les anticorps.
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1.2 Texte original de l'article 1
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ABSTRACT
Interleukin-15 (IL-15) is a cytokine that possesses interesting potential
therapeutic properties. However, based on several parameters, including
activation of neutrophils, it is also recognized as a pro-inflammatory cytokine. The
mechanisms by which IL-15 activates human neutrophil functions are not fully
understood. Although these cells express a functional IL-15 receptor (IL-15R)
composed of IL-15Ra, IL-2/15RB (CD122) and yc (CD132) subunits, the role of
each receptor component has not been investigated in IL-15-induced human
neutrophils. In the present study, FACS analysis revealed that the ability of IL-15
to induce neutrophil phagocytosis and suppress apoptosis is not due to increased
expression of IL-15Ra, CD122 or CD132 on the neutrophil cell surface. Pre-
treatment of neutrophils with specific antibodies to either IL-15Ra, CD122, or
CD132 was found to inhibit phagocytosis of opsonized-sheep red blood cells
(SRBC) by nearly 40, 21, and 27%, respectively. As expected, pre-treatment of
neutrophils with anti-IL-2Ra. (CD25) had no effect. This strategy was ineffective
for studying the role of the IL-15R components during apoptosis since antibodies
of the 1gG, isotype (anti-IL-15-Ra and IL-2Ra) were found to inhibit apoptosis
whether or not IL-15 was added in the culture, whereas those directed against
CD122 (IgGqea) or CD132 (IgGqb) did not alter the response. Pre-treatment of
cells with the Syk inhibitor piceatannol was found to significantly inhibit IL-15-
induced phagocytosis. In addition, IL-15 was found to induce tyrosine
phosphorylation of Syk that was largely inhibited by pre-treating cells with
piceatannol. Moreover, we found that Syk kinase is associated with IL-15Ra. The
ability of IL-15 to delay neutrophil apoptosis was inhibited by piceatannol and the
antibodies of the I1gG, isotype, but not IgG,, were found to induce Syk
phosphorylation. We conclude that IL-15Ra is highly involved in IL-15-induced
phagocytosis, that IL-15 induces tyrosine phosphorylation of Syk and that Syk is

associated with IL-15Ro.
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INTRODUCTION
Interleukin-15 (IL-15)" is a cytokine known to mediate its biological activity by
binding to a specific cell surface receptor composed of at least three subunits,
named yc (CD132), IL-2/IL-15Rp (CD122), and the more recently identified IL-
15Ra (1). The yc chain is shared by other receptors such as IL-2R, IL-4R, IL-7R,
IL-9R and IL-21 (2-5). In addition to the yc chain, both the IL-2R and IL-15R share
the IL-2Rp subunit. This largely explains why these two cytokines possess some

redundant biological actions (6,7).

IL-15 is a human neutrophil agonist known to induce RNA and de novo protein
synthesis, phagocytosis, and to delay apoptosis (8). Neutrophils are known to
express a high affinity IL-15R (composed of CD122, CD132 and IL-15Ra
subunits), and an IL-2R of intermediate affinity, which is lacking one component,
namely, the IL-2Ra (CD25) (9-11). IL-15, unlike IL-2, was also found to induce
the production of the potent neutrophil chemoattractant IL-8 and the activation of
NF-xB (12). In addition, we have reported that the plant lectin Viscum album
agglutinin-l, which is a potent inhibitor of protein synthesis, did not alter IL-15-
induced phagocytosis, suggesting that this biological activity of IL-15 is
independent of the production of proteins (13). Inversely, this lectin was found to
completely inhibit the ability of IL-15 to delay neutrophil apoptosis (13).
Conversely, IL-15 was found to induce the production of IL-1 receptor antagonist
(14). Although it was previously demonstrated that IL-15 is a human neutrophil
agonist, its mode of action remains to be elucidated. We have recently
demonstrated that the anti-apoptotic Mcl-1 protein is involved in IL-15-induced
human neutrophil apoptosis and that IL-15 utilizes different cell signaling
pathways, since this cytokine activates Janus kinase-2, p38 mitogen-activated
protein kinase and extracellular signal-regulated kinases-1/2, but not STAT-5a/b
(15). The mechanism involved in IL-15-induced phagocytosis has not been
investigated. It is of great importance to elucidate the induction of phagocytosis
by IL-15, since this cytokine, like IL-2, possesses interesting potential therapeutic
properties for humans, especially in advanced cancers (16-18). The use of IL-15
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in cancer therapy offers a potential beneficial effect because it can induce
phagocytosis (8), an important response that could, at least, partly prevent
recurrent infections following cytokine treatment. Because IL-15, but not IL-2, is
known to enhance neutrophil phagocytosis and apoptosis (8,19), and since
neutrophils express two chains common to IL-2R and IL-15R (CD122 and
CD132) and the specific IL-15Ra, but not the IL-2Ra chain (CD25), we
hypothesized that the IL-15Roa chain must be highly involved in the biological
effects mediated by IL-15. In this study, we demonstrate that the ability of IL-15 to
mediate its effect is not due to an increase of cell surface expression of IL-15Rq,
CD122 or CD132. In addition, inhibition experiments with antibodies reveal that
IL-15Ra is an important component involved in IL-15-induced neutrophils and
that this cytokine recruits Syk when inducing its biological effect. Moreover, we

found that Syk is associated with IL-15Ra.

! Abbreviations used: IL-15, interleukin-15; R, receptor; SRBC, sheep red blood

cells

58



MATERIALS AND METHODS

Chemicals and agonists. IL-15 was obtained from PeproTech Inc. (Rocky Hill,
NJ) and the Syk inhibitor piceatannol was purchased from Sigma Chemical
Company (St-Louis, MO). Specific mouse antibodies to human IL-2/IL-
15Rp (CD122, IgGqoa isotype), IL-2Ro (CD25, 1gG¢) and rat anti-human yc
(CD132, IgGgb), were purchased from PharMingen Canada. The anti-IL-
15Ra (clone M161, IgGy), was kindly provided by Genmab (Utrecht,
Netherlands) and, for immunoprecipitation experiments, the goat anti-human IL-
15Ro antibody was purchased from R&D Systems  (Minneapolis, MN).
Fluorescein (FITC)-conjugated goat anti-mouse 1gG, F(ab’). fragment specific
and FITC-conjugated affiniPure F(ab’), donkey anti-rat 1gG (H+L) were
purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. (West Grove, PA).
Tris-HCL, NaCl, Triton X-100 and SDS were purchased from Fisher Scientific
(Whitby, ON). Orthovanadate, phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), aprotinin,
leupeptin and pepstatin were purchased from Sigma (St-Louis, MO) and trypsin
inhibitor was from Calbiochem (Pasadena, CA).

Neutrophil isolation. Cells were isolated from the venous blood of healthy
volunteers by dextran sedimentation followed by centrifugation over Ficoll-
Hypaque (Pharmacia Biotech Inc, QC), as previously described (8-10). Blood
donations were obtained from informed and consenting individuals according to
institutionally approved procedures. Cell viability (>98%) was monitored by
Trypan blue exclusion and the purity (>98%) was verified by cytology from
cytocentrifuged preparations colored by the Hema 3 Stain Set (Biochemical

Sciences Inc., Swedesboro, NJ).

Cell surface expression of IL-15R subunits. Following the incubation period,
cells were suspended at 107 cells/ml, washed and pre-incubated 30 min (4°C,
light protected) with 20% autologous serum to prevent non-specific binding via Fc
receptors. Cells (10° cells/ml) were then washed and incubated with the different
antibodies (5 pg/mL) for 1h (4 °C, light protected). After two additional washes,
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cells were incubated with FITC-conjugated secondary antibody (1:100). Cells
were then washed and fixed with 0.5% paraformaldehyde. Flow cytometric
analysis (10,000 events) was performed using a FACScan (Becton Dickinson).

Phagocytosis of sheep erythrocytes. Sheep red blood cells were opsonized
with a final 1/200 dilution of rabbit IgG anti-SRBCs antibody (Sigma) followed by
incubation for 45 min at 37 °C as previously described (8). Prior to the
phagocytosis assay, neutrophils were incubated 30 min with 1 pug/ml of anti-
CD25, -CD22, -CD132 or -IL-15Ra to evaluate a potential inhibitory effect. This
was based on previous experiments performed with increasing concentrations of
antibodies (0-10 pg/ml) incubated simultaneously or prior to addition of IL-15
(data not shown). Neutrophils (107 cells/ml in RPMI-1640) pretreated 30 min with
buffer or IL-15 (250 ng/ml), were incubated with 5 x 10’ opsonized SRBCs for 45
min as above. The samples were centrifuged 200 x g at 4°C for 10 min.
Supernatants were discarded and, in order to eliminate non-ingested SRBCs,
osmotic shock was performed on the pellets by treating them with 300 ul H20 for
20 seconds followed immediately by the addition of 4.5 ml ice cold PBS (1X). The
samples were washed twice with ice cold PBS and the final pellets were
suspended to a final concentration of 10’ cells/ml. Duplicate cytocentrifuged
preparations (Cyto-tek® centrifuge, Miles Scientific, IN, USA) were prepared in
aliquots of ~200 pl and processed essentially as previously documented (8).
Phagocytosis was measured as percentage of neutrophils ingesting at least one
opsonized SRBC. IL-15 could be considered as a positive control in the present
set of experiments since we have previously reported that this cytokine can
increase neutrophil phagocytosis in a concentration-dependent fashion (8). In
some experiments, cells were pre-treated 30 min (37 °C) with increasing

concentrations of piceatannol (10-100 uM).
Assessment of neutrophil apoptosis. Freshly isolated human neutrophils (107

cells/ml in RPMI-1640 supplemented with 10% autologous serum) were pre-
incubated for 60 min in 24-well plates in the presence or absence of the indicated
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antibody or an increasing concentration of the Syk inhibitor piceatannol and then
incubated for 23h in the presence or absence of 250 ng/ml IL-15 (8). Antibodies
or piceatannol remained in the culture. Apoptosis was evaluated by cytology as
previously published (8). Briefly, cytocentrifuged preparations of neutrophils (with
~200 wl) were performed using a Cyto-tek® centrifuge and processed essentially
as previously documented (8). Cells were examined by light microscopy at 400 X
final magnification and apoptotic neutrophils were defined as cells containing one
or more characteristic darkly stained pyknotic nuclei. Results were expressed as
percentage of apoptotic cells. This assay was found to correlate well with other
techniques such as FITC-annexin-V/PI binding (13,20), cell surface CD16
expression (21) and Pl/Hoechst binding (8). In the present study, we confirmed
the apoptotic rate of neutrophils by flow cytometry and observed that the
percentage of FITC-annexin-V positive cells was significantly diminished in cells
treated with IL-15 (34 + 6) or GM-CSF (35 + 4) when compared to untreated cells
(69 x 4) (mean + SEM, n=5) (not shown).

Western blot. Neutrophils (4 x 107 cells/mL RPMI-Hepes-P/S) were stimulated
from 15 sec to 30 min with the indicated agonists. Whole cell lysates were
prepared as previously described (8). Proteins (2,5 x 10 cells/well) were
separated on 7.5 % SDS-polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose.
Membranes were blocked for 1h at room temperature in TBS-Tween + 5% nonfat
dry milk (Carnation, Don Mills, ON). After washing, the anti-phosphospecific Syk
antibody (#2711, New England Biolabs) or the antibody directed against the
nonphosphorylated form of Syk (SC-1240, clone 4D10, Santa Cruz
Biotechnology) was added at a final dilution of 1:1000 or 1:400, respectively, in
TBS-Tween + 5% bovine serum albumin or TBS-Tween + 5% nonfat dry milk.
The membranes were kept overnight at 4°C. Membranes were then washed with
TBS-Tween and incubated for 1h at room temperature with a goat anti-rabbit-
horseradish peroxidase secondary antibody (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) at 1:20,000 in TBS-Tween + 5% bovine serum albumin or a goat
anti-mouse-horseradish peroxidase secondary antibody (Jackson
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ImmunoResearch Laboratories) at 1:20,000 in TBS-Tween + 5% nonfat dry milk
followed by washes. The Syk protein expression was revealed with enhanced
chemiluminescence (ECL) Western blotting detection system as previously
published (15).

Immunoprecipitation. Neutrophils (4 x107 cells/ml) were untreated or stimulated
with IL-15 for the indicated time, centrifuged and lysed in 400 pl of a non-
denaturing lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 % Triton X-100,
0.01 % SDS, 1 mM orthovanadate, 1 mM PMSF, 10 ug/ml trypsin inhibitor, and
10 ug/ml of aprotinin, leupeptin and pepstatin) for 1 h on ice and sonicated three
times. The lysates and supernatants were pre-cleared using 40 ul of protein G-
Sepharose (Amersham Biosciences Inc.). After 1 h, brief centrifugation followed
to remove the Sepharose beads and the samples were incubated with 2 pug/ml of
goat anti-human IL-15Ra at 4°C with gentle agitation overnight at 4°C. 40 ul of
protein G-Sepharose were then added for a further 3 h incubation. The solid
matrix was collected and washed three times with lysis buffer before suspending
it in 35 pl of sample buffer and heating to 100°C for 5 min. Immunoprecipitates
were electrophoresed on a 7.5 % SDS-polyacrylamide gel, transferred on a
nitrocellulose membrane, incubated with the anti-Syk antibody followed by two
washes with TBS-Tween and then incubated with the goat anti-mouse-
horseradish peroxidase secondary antibody, according to previously described

protocols.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed with SigmaStat for
Windows Version 2.0 with a one-way analysis of variance (ANOVA) or Student t-

test. Statistical significance was established at p < 0.05.
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RESULTS

IL-15 does not increase neutrophil cell surface expression of IL-15Ra, CD122 or
CD132. Because IL-15 is known to modulate neutrophil phagocytosis and
apoptosis and that these cells express the three IL-15R components IL-15Ra,
CD122 and CD132 on their surface, we decided to investigate the potential
increase in expression of one or more of these IL-15R components. As illustrated
in Fig. 1, treatment with IL-15 for 30 min (time point corresponding to the
phagocytosis assay) or 24h (corresponding to the apoptosis assay) did not
increase the expression of any IL-15R subunit. The diminution of expression of
CD122 and IL-15Ra subunits after 30 min of treatment corresponds with the
internalization of IL-15R following IL-15 binding (22). Of note, we have performed
time course experiments and have never observed a significant modulation of
any chain after 15 min, 30 min, 2h, 4h, 6h and 24h (data not shown). This
indicates that IL-15 does not increase the ability of neutrophils to stimulate
phagocytosis or delay apoptosis by up-regulating IL-15R components.

Involvement of IL-15R components in IL-15-induced neutrophils. We have
previously documented that IL-15 increases the ability of human neutrophils to
ingest opsonized-SRBC (8). Here we were interested in investigating the role of
each IL-15R component in this biological response. As illustrated in Fig. 2, pre-
incubation of neutrophils with an antibody to IL-15Ra, CD122, or CD132 was
found to inhibit phagocytosis of opsonized-SRBC by nearly 40, 21, and 27%,
respectively. This indicates that IL-15Ra is highly involved in IL-15-induced
phagocytosis. Pre-incubation with an anti-CD25 antibody did not block the ability
of IL-15 to induce phagocytosis, consistent with the fact that human neutrophils
do not express the IL-2Ra. chain on their cell surface (8,11). We decided to use
the same approach to study the role of the IL-15R components during IL-15-
induced suppression of apoptosis. As illustrated in Fig. 3, the ability of the anti-IL-
15Ra antibody to reverse the effect of IL-15 is explained by the fact that addition
of the antibody alone can suppress neutrophil apoptosis by 55%. This was not
observed with the antibodies to CD122 or CD132. When anti-CD25 was used as
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a potential negative control that would not block the effect of IL-15, we found that
the antibody was also able to delay neutrophil apoptosis. We correlated this
observation with the fact that antibodies that delay neutrophil apoptosis are of the
IgG1 isotype (anti-IL-15Ra and anti-CD25) whereas those having no effect are of
the 1gG. isotype (anti-CD122 and anti-CD132). We confirmed this by using
another antibody of the IgG, isotype directed against the proto-oncogene Cbl that
was also found to delay neutrophil apoptosis when added to the culture (data not

shown).

The Syk inhibitor piceatannol reverses the ability of IL-15 to induce phagocytosis
and delay apoptosis. Because activation of Syk is required to initiate the signaling
events during neutrophil phagocytosis (23,24), we decided to investigate the
potential role of Syk in IL-15-induced phagocytosis of opsonized-SRBC. As
illustrated in Fig. 4, pre-treatment of neutrophils with the Syk inhibitor piceatannol
results in an inhibition of phagocytosis by ~42%, when used in concentration of
10 uM. The use of higher concentrations of the inhibitor did not result in a greater
inhibition. In fact, the inhibition was 17% and 7% for concentrations of
piceatannol of 50 and 100 pM, respectively. This indicated that the optimal
concentration of the Syk inhibitor is in the range of 10 uM, agreeing with other
studies (25,26). Using the same approach, we decided to determine whether or
not Syk was involved in IL-15-induced suppression of neutrophil apoptosis. As
illustrated in Fig. 5, piceatannol had little effect on IL-15 activity when used at a
concentration of 10 or 50 uM, but largely inhibited the response when used at a
concentration of 100 uM (13.3 = 2.7 vs 27.6 + 5.6 for a concentration of 0 and
100 pM, respectively). This opens the possibility that candidates other than Syk
may be inhibited by a high concentration of piceatannol, as recently documented
(27).

IL-15  induces tyrosine phosphoprylation of Syk. Because tyrosine
phosphorylation of Syk is known to be a key factor in Fc-mediated phagocytosis,

we next investigated the potential activation of this protein by IL-15. As illustrated
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in Fig. 6A, IL-15 rapidly induces Syk phosphorylation with a maximal effect
ranging between 30 sec and 1 min, starts to decline after 15 min. This correlates
with our previous results indicating that IL-15 induces rapid tyrosine
phosphorylation events in human neutrophils, as assessed by immunoblotting
with a pan anti-phosphotyrosine antibody (15). To further demonstrate the
involvement of Syk in IL-15-induced neutrophils, we pre-treated cells with 10 pM

piceatannol and observed a marked decrease of Syk phosphorylation (Fig. 6B).

Syk is physically associated with IL-15Ra in human neutrophils. With respect to
the previous results indicating that IL-15 can activate Syk kinase and because it
was recently reported that the IL-15Ra subunit can induce cell signaling through
association with Syk in human B cells (28), we hypothesized that Syk is
associated with IL-15Ra in human neutrophils. As illustrated in Fig. 7, Syk was
detected following immunoprecipitation with the anti-IL-15Ro  antibody.
Furthermore, the association was increased following activation of cells by IL-15,
suggesting that even if Syk is constitutively activated or non-specifically activated
(due to cell isolation procedures) its level of activation is further increased by IL-

15, as well as is its association with IL-15Ro.

Activation of Syk by anti-IL-15Ra and other antibodies. Because anti-IL-15Ra
was found to delay neutrophil apoptosis and that addition of the Syk inhibitor to
the culture was found to reverse this effect, we decided to study whether or not
this antibody could activate Syk. Results of Fig. 8 indicate that the antibody
effectively induces Syk phosphorylation, similar to IL-15. However, this was not
specific to this antibody, since treatment of neutrophils with anti-CD25 (IgG1) was
also found to induce Syk phosphorylation in contrast to the anti-CD122 and anti-
CD132 antibodies (both IgG,) (Fig. 9). Of note, addition of the anti-CD25
antibody to neutrophil cultures also inhibited spontaneous apoptosis (Inset, Fig.
9).
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DISCUSSION

There is a growing body of evidence that IL-15 possesses interesting potential
therapeutic uses, especially in cancer (29,30). Under normal circumstances, IL-
15 production and release is tightly regulated (31). When deregulation occurs,
over-production of IL-15 is associated with various diseases, including
inflammatory disorders (32). In this regard, high concentrations of IL-15 have
been detected in the synovial fluid and in synovial membrane cells of rheumatoid
arthritis patients (33-36). Also, elevated levels of IL-15 have been demonstrated
in peripheral blood mononuclear cells from patients with active ulcerative colitis,
in alveolar macrophages from patients with active sarcoidosis and in chronic
hepatitis C (37-40).

Despite the fact that IL-15 is a pro-inflammatory cytokine and that neutrophils
could be activated by it, there is little information concerning its mode of action on
these cells. We have recently demonstrated that IL-15 delays neutrophil
apoptosis by preventing the loss of expression of the anti-apoptotic Mcl-1 protein
and via several kinases including Jak-2, p38 and ERK-1/2 (15).

Prior to the present study, no data was available concerning the participation of
the different IL-15R subunits in IL-15-induced neutrophils as well as the
mechanism by which IL-15 increases the ability of neutrophils to exert
phagocytosis. Here, data obtained from inhibitory experiments with antibodies
against IL-15R subunits indicate that the IL-15Ro chain exerts a predominant
role, since the biological activity of IL-15 was largely inhibited by the
corresponding antibody when compared with those directed against the two other
subunits during phagocytosis. However, the involvement of CD122 and CD132
cannot be discounted. In fact, these results confirm our hypothesis that IL-15Ra
is highly involved, since IL-2 was previously reported to be unable to induce
neutrophil phagocytosis, due to the lack of expression of the IL-2Ro. component
necessary for a functional high affinity IL-2R. In contrast, IL-15 can bind with
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good affinity to cells expressing only the IL-15Ro. subunit (41), and neutrophils

are known to express all three IL-15R components (8-11).

The important role of Syk in the cell-signalling cascade during neutrophil
phagocytosis is well established (25,26). However, its role in IL-15-induced
neutrophils is not known. In this study, we report for the first time that IL-15
increases neutrophil phagocytosis of opsonized-SRBC by activating the protein
tyrosine kinase Syk. This is supported by the fact that treatment with the Syk
inhibitor piceatannol inhibited IL-15-induced neutrophil phagocytosis. In addition,
IL-15 induced tyrosine phosphorylation of Syk. Moreover, pre-treatment of cell
with piceatannol markedly inhibited Syk phosphorylation induced by IL-15. In one
study, Syk was found to be physically associated with IL-15Ra in Raji cells and
IL-15 was found to recruit this kinase for mediating its effect (28). In the present
study, we demonstrated in neutrophils that Syk is also physically associated with
IL-15Ra, demonstrating the important role of Syk in IL-15-induced biological
functions. Like others, we observed a basal level of phosphorylation of Syk in
control cells (42,43). However, it is not clear if this corresponds to a constitutive
activation of Syk in neutrophils or if this is due to non-specific activation following
cell isolation. Of note, in some studies, pre-treatment of neutrophils with di-
isopropy! fluorophosphates (DFP) was found to eliminate (44) or drastically
decrease (45) the basal level of phosphorylated Syk. In our hands, the basal level
was variable from donor to donor after cell isolation. Nevertheless, Syk
phosphorylation was always increased by IL-15. In fact, we believe that doing
experiments with neutrophils without addition of DFP prior to activation with IL-15
represents a more physiological model, knowing that during inflammation
neutrophils are already activated by several surrounding cytokines.

In the present study, we found that the ability of IL-15 to delay neutrophil
apoptosis was reversed by pre-treating cells with piceatannol, suggesting that the
protein Syk is involved in this response. However, while the concentration of
piceatannol required for inhibiting IL-15-induced phagocytosis was 10 uM, the
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concentration required to reverse the ability of IL-15 to delay apoptosis was 100
uM. At this concentration, the specificity of the inhibitor for Syk is greatly
diminished (27). In this respect, piceatannol was found to selectively inhibit
tyrosine phosphorylation of Jak-1, STAT3 and STATS in interferon-a. mediated
activation of Ramos and Jurkat cells (27). Interestingly, we have previously
demonstrated that, like GM-CSF, IL-15 activates Jak-2, but unlike GM-CSF, IL-15
does not phosphorylate STAT5a/b. From these results it is conceivable that in
neutrophils, IL-15 also recruits Jak-1 and STAT3. The complete analysis of the
JAK-STAT pathway in response to IL-15 induction is presently under

investigation in our laboratory.

Although the results obtained from the use of antibodies against the IL-15R
subunits in order to inhibit the biological activity of IL-15 during phagocytosis
were conclusive, this was not the case for apoptosis. Our results clearly indicate
that the whole antibody molecule of the 1gG+ isotype can delay human neutrophil
apoptosis themselves, rather than blocking the potential effect of [L-15,
suggesting a cross reactivity with human FcR. Of note, despite the fact that
human neutrophils do not express IL-2Ra. on their surface (10,11), addition of the
anti-CD25 antibody (IgGi) to neutrophil culture was also found to inhibit
spontaneous apoptosis (Inset, Fig. 9) as well as an antibody directed against the
intracellular Cbl proto-oncogene (IgG1) (data not shown). We suggest that the
suppression of neutrophil apoptosis by whole IgGs molecules occurs via the FcR,
which induces Syk phosphorylation. Interestingly, our observation is in
accordance with data from others indicating that anti-FcyRIlIb autoantibodies can
extend neutrophil survival by delaying apoptosis (46). According to our results, it
is tempting to speculate that the mechanism involved in their observation is
probably dependent upon Syk activation. This remains to be verified.

Collectively, results from this study indicate that the ability of IL-15 to enhance
phagocytosis and delay apoptosis is not related to an increase of cell surface
receptor components. Rather, based on the utilization of piceatannol and
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induction of Syk phosphorylation, we can conclude that IL-15 mediates its effect

by activating Syk kinase, which is associated with the IL-15Ra chain.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. IL-15 does not modulate the expression of IL-2/15Rp, yc or IL-15Ra, on
human neutrophil cell surface. Freshly isolated human neutrophils were
incubated for 30 min or 24h in the presence or absence (Ctrl) of 250 ng/ml IL-15
or 1ug/ml LPS and cell surface expression of IL-2/15Rp, yc and IL-15Ra was
measured by flow cytometry as described in Materials and Methods. Results are
means + SEM (n=4). Inset, representative data plotted in the bar graph.

Figure 2. Role of the IL-15R components in IL-15-induced neutrophil
phagocytosis. Prior to the phagocytosis assay, neutrophils were incubated in the
presence (+) or absence (-) of 1 ug/ml of anti-CD25, -CD22, -CD132 or -IL-15Ra
and then stimulated with (+) or without (-) 250 ng/ml IL-15. Phagocytosis of
opsonized SRBCs was evaluated as described in Materials and Methods. Results
are means + SEM (n=4). *, p <0.05 vs control (Ctrl) by Student t-test.

Figure 3. Anti-IL-15Ra but not anti-IL-2/15R8 or anti-yc antibody delays
neutrophil apoptosis by itself. Human neutrophils (10 x 10° cells/ml) were pre-
incubated for 60 min in the presence or absence of the indicated antibody and
stimulated with buffer (Ctrl) or 250 ng/ml IL-15 for 23h. Apoptosis was evaluated
as described in Materials and Methods. Results are means = SEM (n24). *, *, p
<0.05 vs control (Ctrl) by ANOVA.

Figure 4. Inhibition of IL-15-induced neutrophil phagocytosis by piceatannol.
Prior to the phagocytosis assay, neutrophils were incubated in the presence of
piceatannol at the indicated concentrations and then stimulated with buffer (Ctrl)
or 250 ng/ml IL-15. Phagocytosis of opsonized SRBCs was evaluated as
described in Materials and Methods. Results are means + SEM (n>4). *, p <0.05
vs control (Ctrl) by ANOVA.
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Figure 5. Inhibition of IL-15-induced suppression of neutrophil apoptosis by
piceatannol. Human neutrophils were pre-treated with piceatannol as in legend of
Figure 4 and then stimulated with buffer (Ctrl) or 250 ng/ml IL-15. Apoptosis was
evaluated as described in Materials and Methods. D, diluent. Results are means
+ SEM (n>4). *, p <0.05 vs control (Ctrl) by ANOVA.

Figure 6. /L-15 induces Syk phosphorylation. Neutrophils were stimulated with
250 ng/ml IL-15 for the indicated periods of time. A, the membrane was probed
with an anti-phosphospecific Syk antibody (upper panel) as described in
Materials and Methods, stripped and probed with an anti-Syk antibody indicating
equivalent loading. B, cells were pre-treated with the Syk inhibitor piceatannol (10
uM) (right part), stimulated with IL-15 and Western blots were performed as in
panel A. Upper panel, phosphorylated Syk; bottom panel, unphosphorylated Syk.
Results are from one representative experiment out of four.

Figure 7. Association of Syk with IL-15Ra. After isolation, neutrophils were
stimulated with buffer (Ctrl) or 250 ng/ml IL-15 for 5 min. Lysates were
precipitated (+) or not (-) with anti-IL-15Ra and Syk kinase was detected using
the anti-Syk antibody as described in Materials and Methods. S, amount of Syk
not precipitated and present in the supernatant fraction. Results are from one

representative experiment out of 3.

Figure 8. Anti-IL-15Ra antibody induces Syk phosphorylation. Neutrophils were
stimulated with an anti-IL-15Ra antibody, 65 ng/ml GM-CSF (GM) or 250 ng/mli
IL-15 and Syk activation was monitored as described in the legend of Figure 6.
The membrane was probed with the phosphospecific Syk antibody (upper panel),
stripped and probed with the antibody recognizing the unphosphorylated form of
Syk. Results are from one representative experiment out of three.

Figure 9. Activation of Syk is not exclusive to the anti-IL-15R« antibody. Freshly

isolated neutrophils were stimulated by 1 pg/ml antibodies of IgGy or IgG, isotype
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for the indicated periods of time and phosphorylation of Syk was monitored as
described in Materials and Methods. Note that only 1gG: type antibodies were
found to induce Syk phosphorylation (anti-CD25 and anti-IL-15Ra), which
correlates well with the ability to delay neutrophil apoptosis. Results are from one
representative experiment out of at least 2. Inset, neutrophils were incubated for
24 h with buffer (Ctrl), 65 ng/ml GM-CSF (GM), 1000 ng/ml VAA-1 (VA), or anti-
CD25 antibody (a-CD25) and apoptosis was evaluated by cytology as described
in Materials and Methods. Results are means £ SEM (n=3). *, p <0.05 vs control
(Ctrl) by ANOVA.
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2.1 Résumé en francais de l'article 2

L'interleukine-15 (IL-15) est une cytokine pro-inflammatoire connue pour
étre un inhibiteur général de I'apoptose possédant des propriétés thérapeutiques
potentielles. Méme si I'lL-15 est reconnue pour étre un agoniste des neutrophiles,
son mode d'action demeure inconnu. Dans cette étude, nous avons observé les
mécanismes par lesquels I'lL-15 retarde l'apoptose des neutrophiles. L'IL-15
induit des événements de phosphorylation de tyrosines et prévient la perte
d'expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1. En utilisant des inhibiteurs de
la transduction intracellulaire, nous avons démontré que Janus kinase (Jak)-2,
p38 mitogen-activated protéin kinase (MAPK) et extracellular signal-regulated
kinase (ERK), mais non les protéines G jouent un réle dans le retard d'apoptose
induit par I'lL-15. De plus, nous avons démontré que I'lL-15 active Jak-2, p38
MAPK et ERK-1/2, mais, contrairement au granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), elle n'active pas STAT-5a/b. Nous concluons que
I'IL-15 retarde I'apoptose des neutrophiles par plusieurs voies de signalisation et
gue Mcl-1 et plusieurs kinases contribuent a ce phénoméne. Nous concluons
aussi que, contrairement au GM-CSF, I'lL-15 n'active pas la cascade de
signalisation Jak-2/STAT-5.
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Conclusion

L’interleukine-15 agit sur les neutrophiles humains par le biais d'un
récepteur spécifique a la surface de ceux-ci. Ce récepteur se compose de trois
chaines, soit la IL-15Rq, la IL-2/15Rp et la yc (Djeu et al., 1993 : 960 ; Girard et
al.,, 1998 : 232 ; Liu et al., 1994 : 3870 ; Nakarai et al., 1994 : 241). Lorsque la
cytokine se lie a son récepteur, plusieurs cascades de signalisation
intracellulaires sont enclenchées permettant une réponse du neutrophile
(Pelletier et al., 2002 : 164). L'IL-15 module plusieurs fonctions et joue un rdle
d’activateur du neutrophile. Elle augmente la phagocytose et ainsi I'efficacité des
neutrophiles, retarde I'apoptose afin de leur permetire de persister au site
inflammatoire, augmente leur production d’IL-8, ce qui permet d’attirer d'autres
cellules et induit leur synthése protéique de novo (Girard et al.,, 1996 : 3176 ;
McDonald et al.,, 1998 : 4828). L'IL-15 est donc pro-inflammatoire, puisqu’elle
favorise le développement de la réponse immunitaire.

Les effets de I'lL-15 sur le neutrophile sont assez bien connus. Cependant,
les mécanismes intracellulaires qui ménent a ceux-ci le sont moins. L'étude
exposée dans ce document a permis d’'élucider quelques éléments de I'action de
FIL-15 sur les neutrophiles humains. Tout d'abord, dans larticle 1, il a été
démontré que I'lL-15 ne module pas I'expression des chaines de son récepteur a
la surface des neutrophiles humains. Nous observons ainsi que les neutrophiles
de la circulation sont préts a répondre a I'lL-15. De plus, les expériences relatées
dans cet article ont permis d'identifier la chaine IL-15Ra comme étant trés
importante dans l'action de IlL-15 sur la phagocytose et des neutrophiles
humains. Lorsque celle-ci est bloquée par des anticorps spécifiques, l'effet de
PIL-15 est réduit de 40% alors qu'il 'est de 21% et de 27% lorsque les chaines
IL-2/15RB et yc sont bloquées respectivement. Plusieurs concentrations
d’anticorps ont été utilisées afin de déterminer les conditions optimales pour

chaque chaine de récepteur.
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Il a été démontré chez la lignée cellulaire Raji que la chaine IL-15Ra
participe a la signalisation et s’associe avec la kinase Syk (Bulanova et al., 2001 :
6292). Cette observation nous a permis de penser que cette kinase pourrait aussi
faire partie de la signalisation de la chaine IL-15Ra chez le neutrophile. Comme
Syk est connue pour étre associée a la phagocytose du neutrophile (Kiefer et al.,
1998 : 4209 ; Raeder et al.,, 1999 : 6785), il se pourrait que cette protéine soit
phosphorylée par la chaine IL-15Ra, ce qui expliquerait sa grande importance
dans l'effet de I'lL-15 sur la phagocytose des neutrophiles humains. Dans une
analyse plus approfondie, les lysats cellulaires de neutrophiles traités avec I'lL-15
pour différents temps ont été séparés sur gels d’acrylamide et analysés par
immunobuvardage de type Western. Ces expériences nous ont permis de
démontrer que I'IlL-15 phophoryle effectivement la protéine Syk chez les
neutrophiles et que cette phosphorylation peut étre empéchée par le piceatannol,
un inhibiteur classique de cette kinase. Un pré-traitement avec 10uM de
piceatannol empéche aussi I'augmentation de la phagocytose des neutrophiles
par I'lL-15 démontrant le réle essentiel de Syk dans cette fonction du neutrophile.
Des expériences de co-immunoprécipitation ont aussi permis d’observer que la
composante IL-15Ra s’associe physiquement, chez le neutrophile, avec la kinase
Syk. Il est connu que la liaison de I'lL-2 a la chaine IL-2/15Rp entraine la
phosphorylation de Syk (Minami et al., 1995 : 89) mais cette avenue n’a jamais
été explorée chez le neutrophile. Il pourrait étre intéressant dans le futur

d’évaluer I'association de syk avec la chaine IL-2/15Rp chez le neutrophile.

L'article 1 a aussi permis de démontrer que la kinase Syk joue un rdle
dans la signalisation intracellulaire reliée a I'apoptose. Lorsque des neutrophiles
sont pré-traités avec 100pM de piceatannol, I'effet de I'lL-15 sur I'apoptose est
diminué et on dénombre plus de neutrophiles apoptotiques. Il est a noter que la
concentration de piceatannol nécessaire pour inhiber l'effet de I'lL-15 sur les
neutrophiles varie selon que I'on mesure I'apoptose ou la phagocytose. Dans la
littérature, il est connu que le piceatannol, méme s'il est 'agent utilisé le plus
couramment pour inhiber la kinase Syk, n’est pas entiérement spécifique a cette

104



protéine et peut inhiber d’autres kinases et des STATs (Su et David, 2000 :
12661). De ce fait, a 10uM, le piceatannol inhibe principalement Syk et
légerement Fak et Src (Law et al., 1999 : 2645). Plus la concentration de cet
inhibiteur augmente, plus le nombre de protéines affectées s’accroit. Ce
phénoméne pourrait expliquer la variation des concentrations de piceatannol
nécessaires a nos expériences. Il se pourrait que dans l'action de I'lL-15 sur la
phagocytose, Syk soit trés importante et que les 10pM nécessaires servent
principalement a l'inhibition de cette kinase. Par contre, puisqu'il est connu que
'lL-15 active la cascade de signalisation Jak/STAT dans son action sur
I'apoptose, il est possible que les 100pM d’inhibiteur nécessaires neutralisent
Syk, mais aussi les STATs activées par la cascade. Il y aurait donc différentes
voies d’activation cellulaires pour l'action de I'lL-15 sur l'apoptose et sur la

phagocytose.

Nous avons tenté d'utiliser des anticorps pour bloquer les chaines du
récepteur de I'IL-15 et vérifier leur importance sur le retard d’apoptose des
neutrophiles induit par cette cytokine. Malheureusement, sur 24 heures, aucun
des anticorps n'a pu diminuer l'effet de I'lL-15. Nous croyons qu'il y a peut-étre
un renouvellement des chaines a la surface des neutrophiles qui permet au
récepteur de redevenir fonctionnel et de lier I'lL-15. Par contre, fait étonnant,
Ianticorps reconnaissant la chaine IL-15Ra retarde, a lui seul, 'apoptose des
neutrophiles. Cet effet est peut-étre dii a une liaison non spécifique de I'anticorps
ou a une « imitation » de la part de I'anticorps qui agirait comme s'il était la
cytokine méme. Un anticorps contre la chaine IL-2Ro a donc été utilisé puisque
le neutrophile ne posséde pas cette chaine de récepteur a sa surface. Cet
anticorps retarde lui aussi 'apoptose des neutrophiles, donc cet effet observé
serait probablement le résultat d'une liaison non spécifique aux récepteurs Fc qui
reconnaissent une partie des immunoglobulines. Les deux anticorps
précédemment mentionnés sont des IgG, et ceux-ci se lient trés bien au CD16 et
au CD32; les deux récepteurs Fc présents de facon constitutive sur le

neutrophile. Par contre, les anticorps utilisés pour bloquer les chaines IL-2/158 et
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gamma c sont de type 1gG, et ceux-ci sont peu ou pas reconnus par le CD16 et
le CD32. Ceci pourrait expliquer pourquoi ces deux anticorps ne retardent pas
'apoptose des neutrophiles. Suite a des expériences plus poussées, nous avons
aussi pu démontrer que les anticorps de type 1gG; induisent la phosphorylation
de la kinase Syk alors que les IgG; n'ontaucun effet sur sa phosphorylation. La
liaison d’anticorps aux récepteurs Fc entrainerait donc un retard de I'apoptose
des neutrophiles et une signalisation par la protéine Syk, ce qui pourrait leur
permettre, par exemple, de persister a un site contenant des bactéries
opsonisées pour les phagocyter. Puisque Syk est associée a la phagocytose,
une activation des récepteurs Fc pourrait aussi augmenter leur potentiel
phagocytaire. Il serait intéressant d'utiliser la portion Fab des anticorps dans des

expériences ultérieures afin d’éliminer la liaison aux sites Fc.

L’article 2 a permis d’explorer plus en profondeur les mécanismes d’action
de I'lL-15 dans le retard de I'apoptose des neutrophiles humains. Tout d’abord,
des inhibiteurs spécifiques a différentes molécules de la signalisation de
plusieurs récepteurs ont été utilisés afin de faire un premier survol et de cibler
des candidats potentiels de la signalisation de I'lL-15. Des neutrophiles ont été
pré-traités avec les inhibiteurs et ensuite incubés avec I'lL-15 pour 24 heures.
Ces expériences ont permis de cibler Jak-2, Jak-3 STAT-1, -3, -5a, and -5b, p38
MAP kinase et MEK comme éléments potentiels de la signalisation de I'lL-15
dans l'apoptose des neutrophiles. Des expériences de Western Blot avec le lysat
cellulaire de neutrophiles stimulés avec I'lL-15 ont permis de vérifier les
différentes possibilités. Jak2, p38 MAPK et ERK sont phosphorylés en réponse a
IL-15 ce qui permet d’entrevoir deux voies de signalisation de I'lL-15 chez le
neutrophile, une du cété de la cascade Jak/STAT et une autre du c6té MAP

kinases.

L’article 2 a aussi permis de démontrer le r6le important de la protéine
anti-apoptotique Mcl-1 dans le retard d’apoptose de I'lL-15 sur les neutrophiles. lI
est connu que les neutrophiles ne possédent pas la protéine Bcl-2, trés répandue
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et généralement une des principales protéines régulatrices de I'apoptose.
Comme les neutrophiles se dirigent spontanément en apoptose & moins de
stimuli externes, il importe d’élucider les mécanismes de régulation de ce
phénoméne. Des expériences de Western Blot avec des lysats cellulaires de
neutrophiles incubés pour 24 heures avec I'lL-15 ont permis de démontrer que
cette cytokine empéche la perte d'expression de la protéine Mcl-1. Cette
observation ouvre une nouvelle voie quant aux mécanismes de régulation de
lapoptose des neutrophiles. Puisque les neutrophiles jouent un réle dans
plusieurs maladies inflammatoires, ces connaissances permettront peut-étre de
développer des stratégies visant a bloquer l'effet de I'lL-15 ou a induire
I'apoptose des neutrophiles activés de fagon désordonnée. Par exemple, la
dégradation de la protéine Mcl-1 pourrait permetire 'apoptose des neutrophiles.
Dans une autre optique, les différents éléments de la cascade de signalisation de
I'lL-15 pourraient étre bloqués afin de diminuer I'effet de cette cytokine.

Les études décrites précédemment ont permis de mieux comprendre la
signalisation intracellulaire reliée au récepteur de linterleukine-15 chez le
neutrophile. Cette signalisation s’associe a une activation du neutrophile et au
développement de la réponse inflammatoire. S'il importe de connaitre de fagon
détaillée quelles molécules jouent un réle clé dans ce phénomeéne, il demeure
important de se pencher sur les voies d'inhibition qui leur sont étroitement liées.
Les protéines de la famille des phosphatases, de la famille SOCS et de celle des
PIAS sont activées en réponse a des cytokines et elles agissent comme
inhibiteurs des cascades de signalisation qui leur sont associées. Ces protéines
sont peu étudiées chez les neutrophiles et il serait intéressant d’évaluer leur rdle
dans la signalisation du récepteur de l'interleukine-15.
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