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Le macrophage joue un rdle prépondérant tant au niveau de la réponse immunitaire que
dans le maintien de I’homéostasie. Les mammiféres qui sont dépourvus de macrophages,
tels les souris déficientes pour le facteur de transcription PU.1, ne peuvent survivre.
Alors que leurs réles sont bien connus, beaucoup reste encore a découvrir au sujet de la

régulation des fonctions du macrophage.

Prévenir I’infection par des microorganismes est un role essentiel du macrophage. Deux
types de microorganismes pathogénes ont fait I’objet de mes travaux de doctorat, soit les

bactéries 4 Gram négatif et le parasite Leishmania donovani.

Considérant les résultats obtenus a I'aide d'inhibiteurs pharmacologiques, il est bien
évident que plusieurs membres de la famille des PKC sont impliqués dans la régulation
des fonctions des macrophages. Par contre, les rdles précis que jouent les différents
isoenzymes le sont moins. A cet effet, nous avons étudié le réle de la PKC-o, dans
Iactivation des facteurs de transcription AP-1, NF-ILG6 et NF-xB en réponse au LPS.
Notre choix de facteurs de transcription est basé sur le fait que la majorité des genes de la
réponse inflammatoire ont dans leur région promotrice des séquences de liaisons pour ces
facteurs. De plus, nous avons analysé le role des PKC dans la production de diverses
cytokines. Nos résultats démontrent que la PKC-a régule I’activation du facteur de

transcription NF-IL6 ainsi que I’expression des génes IL-1B et G-CSF en réponse au LPS.

Par ailleurs, nous avons étudié le role du LPG de L. donovani dans 1’évasion de
Iactivation du macrophage. Nos résultats suggérent que le LPG du parasite Leishmania
donovani méne a une baisse de translocation nucléaire du facteur de transcription NF-kB

et diminue ’activité de la kinase IRAK.



INTRODUCTION



Le macrophage occupe une place centrale au niveau de la réponse immunitaire. Méme si
seules les cellules dendritiques ont la capacité de stimuler les lymphocytes T naifs [1], le
macrophage n’en demeure pas moins une excellente CPA ainsi qu’un phagocyte

professionnel lui permettant de faire le lien entre la réponse innée et acquise.

Le lipopolysaccharide (LPS) est un puissant activateur de la réponse inflammatoire. La
liaison du LPS aux récepteurs CD14/TLR4/MD?2 exprimés a la surface du macrophage et
au TLR4/MD2 exprimés a la surface des lymphocytes B déclenche une cascade
d'événements intracellulaires qui meéneront & la production de cytokines
proinflammatoires et ultimement a I’activation des lymphocytes T, B et cellules NK.
Dans les cas sévéres, le patient souffre d'une coagulation intravasculaire disséminée,
d'une chute importante de pression artérielle ainsi que d'une défaillance systémique
générale, pouvant entrainer la mort [2]. Alors que les effets de cette toxine bactérienne
sur I’animal infecté et sur le macrophage sont bien connus, le rle des différentes voies de
signalisation que cette toxine induit I’est moins. 1 est clair que les tyrosines kinases et
sérines/thréonines kinases, telles les PKC, sont activées en réponse au LPS [3]. Mais
puisqu’il y a six isoenzymes de la famille des PKC exprimés chez le macrophage, leur
role respectif dans la réponse au LPS est peu connu. Nous avions, dans des études
précédentes, entrepris d’étudier le role de la PKC-a dans les fonctions induites par le
LPS. Pour arriver a cette fin, nous avons surexprimé un mutant de ’isoforme a qui agit
comme dominant-négatif. La mutation est située dans le site catalytique (K368D) et donc
I’enzyme surexprimé domine sur la forme endogéne pour I’activation des substrats. Nos
travaux ont démontré que la sérine/thréonine protéine kinase PKC-a. est impliquée dans
I’expression des génes iNOS, IL-1a et de COX-2, ainsi que dans la sécrétion de NO, IL-
la et la production de COX-2 en réponse au LPS [4, 5]. Curieusement, les trois voies des
MAPk et l'activation du NF-kB en réponse au LPS étaient intactes dans les lignées
surexprimant un DN PKC-a [4]. Les objectifs de cette partie de projet étaient donc de 1)
déterminer le réle de la PKC-a dans 'activation des facteurs de transcription AP-1 et NF-
IL6 et 2) analyser le réle de la PKC-a dans la production de G-CSF et IL-1B en réponse

au LPS. Nos résultats démontrent que la PKC-a régule la translocation nucléaire du NF-



IL6. Comme conséquence de cette translocation défectueuse, la synthése d'ARNm d'IL-

1B et de G-CSF en réponse au LPS est abolie dans les clones DN PKC-a. [6].

Les parasites du genre Leishmania sont responsables d’une famille de maladies
communément appelée leishmaniose. La forme la plus sévére, la leishmaniose viscérale
ou Kala-azar, est causée par Leishmania donovani. Si elle est non traitée et que la
personne atteinte a un systéme immunitaire affaibli, cette infection peut étre mortelle. Le
lipophosphoglycan (LPG), une molécule exprimée 4 la surface de la forme promastigote
de ce parasite, joue un role important lors de I'établissement de l'infection. En effet, le
LPG de L. donovani inhibe l'activation de la PKC [7-9]. Nous avons démontré
précédemment que l'infection de macrophages naifs avec des promastigotes de L.
donovani ne conduit pas a l'activation de ERK1/2. Inversement, l'infection avec des
mutants de L. donovani déficients dans la biosynthése du LPG (LPG'/') mene a
l'activation de cette voie de signalisation [10]. Afin d'approfondir nos connaissances sur
le rdle du LPG dans I'évasion de I'activation des macrophages, nous avons entrepris
d'étudier le rdle de cette molécule dans l'activation des facteurs de transcription AP-1,
NF-kB et NF-IL6 chez des macrophages naifs et activés a I'IFN-y. Nos résultats
démontrent que la présence de LPG permet aux promastigotes d'éviter l'activation du
facteur de transcription AP-1 et module négativement le niveau basal du facteur NF-kB
lors d’infections de macrophages naifs. De plus, nous avons observé que l'infection de
cellules pré-stimulées a I'FN-y avec des promastigotes de type sauvage entraine une
activation d'IRAK plus forte que lors d'infection par des promastigotes LPG”. Ceci
suggere qu'un récepteur TLR, dont I'expression est induite par I'lFN-y, reconnait des

molécules exprimées sur le parasite, notamment le LPG.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1.0. Le macrophage

Le macrophage est une cellule hématopoiétique qui provient de la moelle osseuse. Le
progéniteur de la lignée myélo-monocytaire donne aussi naissance a la lignée
granulocytaire. Dés que les précurseurs se sont différenciés en monocytes, ces derniers
vont dans la circulation sanguine et en réponse a divers stimuli, migrent vers les différents
tissus ol ils maturent en macrophages tissulaires, distribués de fagon ubiquitaire. Le
macrophage a des fonctions précises a I’intérieur d’un tissu ou organe particulier, mais de
fagon générale, le macrophage joue un réle essentiel dans le maintien de ’homéostasie
corporelle en sécrétant une importante variété de médiateurs solubles, en éliminant les
débris cellulaires et les cellules apoptotiques. Il est aussi impliqué dans la réparation des
tissus et dans I'hématopoiése. Enfin, il est un phagocyte professionnel et permet de faire
le lien entre I'immunité innée et I’immunité acquise suite & la phagocytose de

microorganismes pathogénes.

1.1. La phagocyvtose

La phagocytose est un des réles principaux du macrophage. Exprimés a sa surface, le
macrophage posséde différents récepteurs lui permettant d’ingérer des cellules du soi et
des cellules du non-soi. N’étant pas aussi spécifiques que le TCR ou le BCR des
lymphocytes T et B, ces différents récepteurs ont néanmoins une certaine spécificité de
reconnaissance. Parmi ces récepteurs sont les récepteurs Fc, récepteurs «scavengers»,

récepteurs du complément et le récepteur du mannose.

1.1.1. Les récepteurs IeG Fc

Ces récepteurs reconnaissent la partie Fc des immunoglobulines [11]. Les macrophages
expriment & leur surface trois types de récepteurs Fc: CD16 (FcyRII), CD32 (FcyRII) et
CD64 (FcyRI). Les FcyRI reconnaissent les monoméres d’IgG et sont dits de haute
affinité. L’expression des recepteurs FcyRI est retreinte aux phagocytes professionnels et

leur activation méne 2 la flambée respiratoire. Les FcyRII et RIII ne reconnaissent que les



multimeéres et sont donc de faible affinité pour les IgG. La liaison entre une particule et
les immunoglobulines fixées aux récepteurs Fc présents a la surface du macrophage
permettra le pontage des recepteurs et enclenchera I’internalisation de la particule par un
mécanisme dépendant de la phosphorylation des tyrosines de I'ITAM et de la
polymérisation de I’actine. Ceci méne i une cascade de signalisation dont I’issue
dépendra du type de récepteur activé. La cascade peut donc mener a une activation
cellulaire ou a la répression de I’activation cellulaire. Certains récepteurs Fc dits
"activateurs" n’ont pas de domaine intra-cytoplasmique et doivent donc s’associer avec
une sous-unité qui permettra la signalisation intracellulaire. La sous-unité responsable de
la transmission des signaux est la chaine y. Grace a son ITAM, cette chaine recrute
plusieurs molécules adaptatrices telles que Cbl ou Grb2, ainsi que des protéines tyrosines
kinases [11]. Parmi les protéines tyrosines kinases recrutées on retrouve Fgr, Hek et Lyn,
trois membres de la famille de Src, ainsi que Syk, qui joue un rdle essentiel dans la
phagocytose via les récepteurs Fc. Les macrophages des souris déficientes en Syk
peuvent initier la phagocytose mais sont incapables d’internaliser les particules [12].
Ceci pourrait étre dit au fait que Syk active les PI3 kinases qui, a leur tour, activent les
GTPases Rac et Cdc42 [13], molécules essentielles pour I’accumulation de F-actine

périphagosomale [14].

1.1.2. Les récepteurs «scavengers»

Les récepteurs scavengers de classe A sont une famille de glycoprotéines exprimées en
tant qu’homotrimeéres et possédant une courte partie intra-cytoplasmique [15]. Les voies
de signalisation intracellulaires engendrées par la liaison de ligands aux récepteurs
scavengers sont trés peu connues, ainsi que sur les réles de cette famille de récepteurs
[16]. Ces récepteurs auraient le plus large éventail de ligands potentiels [17]. Leur
premier rdle attribué était en tant que récepteurs de LDL [18, 19], les impliquant donc
dans la formation des plaques athéromateuses [20]. Ces récepteurs reconnaissent les
lipoprotéines que I’origine soit microbienne ou non. Ils reconnaissent aussi le LTA
présent a la surface des bactéries Gram positif. Ces récepteurs, tout comme les récepteurs

mannose (section 1.1.4) et TLR (section 1.2.), sont des PRR : ils reconnaissent des



structures moléculaires distinctes du non-soi nommées PAMP, tels que le LPS, le LTA
[21], P’ADN CpG d'origine bactérienne [22], la flagelline [23] ou I’ARN double brin [24].
Les PRR ont évolué de maniére a reconnaitre des structures invariables présentes dans
une méme classe de microorganismes et dont I’absence serait 1étale pour cette classe de
microorganismes. On pense par exemple au LPS ou au LTA des bactéries & Gram négatif
ou positif, respectivement. De plus, contrairement aux récepteurs des lymphocytes B et
T, il n’y a pas de réarrangements géniques ou de mutations somatiques afin d’augmenter
affinité du récepteur pour son (ses) ligand(s). Il est aussi important de noter que les
PAMP ne sont pas nécessairement des facteurs de virulence, ce qui signifie que les PRR
sont incapables de distinguer entre les microorganismes pathogenes et non pathogénes. Il
y a par contre plusieurs mécanismes en place pour limiter les réponses immunes contre

les microorganismes commensaux, comme par exemple la production des cytokines anti-

inflammatoires IL-10 et TGF- dans I’intestin [21].

Un des membres de la famille des récepteurs scavenger, le récepteur de type A (SR-A),
joue un rdle important au niveau de la réponse au LPS. Fidéle & son rdle d’éboueur, le
SR-A permet I’endocytose et la destruction du LPS afin d’empécher I’activation exagérée
du macrophage. A des doses égales de LPS, des souris déficientes en SR-A sont plus
susceptibles au choc endotoxique que les souris de type sauvage. Cette susceptibilité
serait liée au fait que les souris déficientes en SR-A ont des taux de TNF-o et d’'IL-6
beaucoup plus élevés, exacerbant la réaction inflammatoire [25]. Donc, le SR-A jouerait
un role protecteur lors du choc endotoxique. De plus, ces souris déficientes en SR-A sont

plus susceptibles a divers pathogenes, notamment L. monocytogenes et HSV [26].

1.1.3. Les récepteurs du complément

Le systeme du complément fait partie du systéme immunitaire inné. Les oursins de mer
seraient les premiers organismes a exprimer ces récepteurs [27]. Ces récepteurs se
trouvent donc exprimés par des organismes trés primitifs [28]. Il existe 4 récepteurs du
complément dont trois sont exprimés par le macrophage, soient CR1, CR3 et CR4. Tous

ces récepteurs ont des structures trés variées leur conférant ainsi une spécificité pour les



composantes du systeme du complément [29]. Trois différentes voies d’activation de la
cascade du complément existent, soient les voies classique, alternative et la voie des
lectines, menant toutes 4 la lyse de la cellule cible grice a la formation du complexe
d’attaque de la membrane [28]. Plusieurs intermédiaires intracellulaires sont impliqués
lors de la phagocytose via le CR3, notamment la formation d’inositols phosphates et
DAG, ainsi que dans la mobilisation de Ca*". Ces médiateurs ménent a ’activation des
PKC [30], de 1a GTPase Rho [31] ainsi qu’a la voie de ERK [32, 33]. Tout ceci culmine

par la dégranulation des phagocytes et la destruction du microorganisme [34].

Un dilemme important existe en ce qui concerne le CR3. Ce récepteur, en plus d’étre le
récepteur du C3bi, est aussi une molécule d’adhésion. Evidemment, lorsque le CR3
exerce ses fonctions de molécule d'adhésion, il n'y a pas de dégranulation, ce qui causerait
une destruction tissulaire importante. Il semblerait que différentes parties du récepteur
soient impliquées dans chacun de ces processus. Plus précisément, des sites de liaisons
distincts pour le C3bi et les molécules d’adhésion existent sur ce récepteur, menant a des
réponses différentes. Certains pathogénes, comme Leishmania donovani, tirent avantage
du double réle du CR3. Le LPG de L. donovani peut a la fois lier le C3bi et le domaine
lectine du CR3, empéchant la flambée respiratoire, tout en permettant son entrée dans la
cellule [35]. De plus, certaines études démontrent que la liaison du C3bi induit une
libération d’IL-10, inhibant ainsi la production d’IL-12 [36-38], une cytokine essentielle a
I’activation des lymphocytes T et des cellules NK.

1.1.4. Récepteur du mannose

Le récepteur du mannose est une molécule transmembranaire de 175 kDa [39]. La
portion extracellulaire est constituée de régions riches en cystéines, d’un domaine
fibronectine de type II et de huit CRD impliqués dans la reconnaissance des ligands. Ce
récepteur est aussi exprimé a la surface de certaines sous-populations de cellules
dendritiques [40]. Le spectre de reconnaissance est large et inclut des bactéries, des
levures, des virus, des parasites, dont des promastigotes métacycliques de L. donovani

[41]. Ce récepteur reconnait les résidus glucidiques mannose et fucose exprimés a la



surface de plusieurs pathogénes. Puisque I’expression de ces résidus est restreinte aux
microorganismes unicellulaires, le récepteur du mannose peut faire la distinction entre les
pathogénes et les cellules du soi. La phagocytose via ce récepteur implique le
recrutement de la F-actine, PKC-a. et MARCKS et peut mener 2 la production de ROI et
d’acide arachidonique, TNF-a, IL-1 et IL-12 [42]. Par contre, les voies de signalisation

intracellulaires enclenchées lors de I’activation de ce récepteur sont peu connues.

1.2. Les TLR

Les TLR sont des homologues des récepteurs « Toll » de la drosophile, d’oit I’acronyme
«Toll Like Receptor ». Le premier réle attribué au Toll chez la drosophile était dans la
polarité dorso-ventrale de I’embryon [43]. Plus tard, il a été révélé que ce récepteur avait
d’autres fonctions, notamment dans la production du peptide antifongique drosomycine
chez la drosophile adulte [44]. Les TLR des mammiferes et les Toll de la drosophile ont
donc des fonctions communes. Les Toll font donc partie d’un systéme immunitaire
ancestral, que I’on trouve tant chez la drosophile que chez ’homme [45]. Il y a & peine

quelques années, les ligands et les fonctions des TLR étaient trés peu connus.

Au contraire des récepteurs mentionnés précédemment, les TLR font 1’objet de plusieurs
etudes qui ont permis de révéler plusieurs intermédiaires impliqués dans les cascades
enclenchées lors de I’activation de ces récepteurs. Les TLR font partie de la famille des
Toll, qui compte maintenant 10 membres chez I'humain et 9 chez la souris [45]. Une
caractéristique commune & chacun des membres de cette famille est qu’ils ont deux
domaines importants. Le domaine extracellulaire est caractérisé par plusieurs régions
riches en leucine et est impliqué dans la reconnaissance des ligands. Quant a la partie
intra-cytoplasmique, elle posséde un domaine TIR (Toll/Interleukin Receptor) qui lui

permet d’interagir avec la protéine adaptatrice MyD88.

Récemment, plusieurs études ont permis de comprendre le rdle de ces récepteurs et

identifier certains de leurs ligands (Tableau A). Décrire tous les récepteurs et leurs



ligands dépasserait le cadre de ce texte, mais certains faits restent notoires,
particulierement le réle potentiel des TLR dans Iorientation de la réponse immunitaire.
En considérant que les médiateurs sécrétés par les macrophages sont responsables, du
moins en partie, de la différenciation des lymphocytes ThO en Thl ou Th2, les TLR
constituent un lien important entre I'immunité innée et I'immunité adaptative [46].
Plusieurs études récentes suggérent que les pathogénes reconnus par les TLR induisent
une réponse Thl et non Th2. Ces résultats ont été obtenus a I’aide de souris déficientes
pour MyD88 et IRAK, deux composantes communes a toutes les voies des différents
TLR. Briévement, les réponses aux bactéries intracellulaires ou 4 I’ARN d’origine virale,
qui sont normalement de type Thl, étaient inhibées, mais les réponses aux organismes
multicellulaires, tels que les helminthes, qui sont de type Th2, étaient normales. Ceci
suggere donc que les TLR ont évolué pour induire une réponse a médiation cellulaire et

ne seraient pas essentiels pour la réponse Th2 [21 , 47].

TLR | Distribution Fonctions Références
cellulaire
TLR1 | DC, M¢, MC, GC | Se dimérise avec TLR2 [48]
TLR2 | DC, M¢, MC, GC | PGN, lipoproteins, LPS atypiques, [21, 49, 50]
GPI, zymosan

TLR3 | DC, M¢, GC ARN double brin [24]

TLR4 | DC, M¢, MC, GC | LPS, LTA, HSP60*, RSV [50-53]
TLRS | DC, M¢ Flagelline** [23]

TLR6 | DC, Mé, MC, GC | Se dimérise avec TLR2 [54]

TLR7 | DC, M¢, GC Imidazoquinolines [55]

TLRY | DC, M¢, GC ADN CpG [22]

Tableau A : DC:: cellule dendritique; GC : granulocyte; LTA: acide lipoteichoique MC : mastocyte; M¢:
macrophage; PGN : peptidoglycan
* Seul ligand physiologique connu i ce jour.

** Provenant des bactéries 3 Gram négatif et positif.
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1.3. Roéles des macrophages dans I’ immunité acquise

En plus d’étre des phagocytes professionnels, les macrophages sont aussi des cellules
presentatrices d’antigénes. Les macrophages sécrétent une variété de cytokines et de
médiateurs ayant la propriété de moduler I'activité des cellules environnantes, comme par
exemple les cellules vasculaires endothéliales, ainsi que des cellules du systéme
immunitaire, particuliérement les cellules T, B et NK. En plus du recrutement des
cellules immunitaires, le macrophage peut s’autoactiver directement en sécrétant entre
autre du TNF-a ou de I'IL-1. Le macrophage peut aussi s’autoactiver indirectement en
sécretant de I'IL-12. Cette cytokine entrainera les cellules T et NK a produire de I’TFN-y,
un puissant activateur des monocytes/macrophages. Un autre mécanisme
d’autoactivation indirecte a récemment été élucidé en utilisant des souris NOS2 " et IFN-
/B . Comme la plupart des cellules, les macrophages produisent de I'IFN-a/B en
réponse a certains pathogénes. Mais en combinaison avec le NO, qui est produit par les
macrophages en réponse 4 une infection, ces médiateurs provoquent les cellules NK a
sécréter de 'IFN-y. Donc, en réponse a certains pathogénes tel Leishmania major, la
réponse sera orientée vers une immunité & médiation cellulaire grice a la production

d'TFN-y [56].

1.3.1. Effet de I'TFN-y sur le macrophage

L’IFN-y, tel que mentionné précédemment, est un puissant activateur du macrophage,
particuliérement en combinaison avec d’autres cytokines, comme le TNF-o ou encore
avec des composantes bactériennes, comme le LPS ou I’ADN CpG ou tout simplement
avec des bactéries entiéres [57]. Le récepteur de I'IFN-y est exprimé de fagon
constitutive et est formé de deux chaines o et deux chaines P [58). Associée de maniére
constitutive aux parties cytoplasmique des chaines o et B sont les protéines tyrosines
kinases JAK1 et JAK2. Lorsque I'IFN-y se lie 4 son récepteur, I’homodimére des chaines
a recrute les chaines B, permettant ainsi ’hétérotétramérisation et I’autophosphorylation

des protéines tyrosines kinases JAK1/JAK2. Une fois que les sous-unités se sont liées et
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que JAKI1/JAK2 sont activées, le facteur de transcription STAT-1 est recruté et
phosphorylé sur des résidus tyrosine, lui permettant de s’homodimériser et de transloquer
au noyau, ou il se liera aux séquences GAS [59]. Les effets de I'IFN-y sur le macrophage
sont pléiotropiques et dépassent le cadre de cette revue. Il faut tout de méme mentionner
I'induction de la synthése d’ARNm de CMHII, grace au facteur CIITA dont I'expression
et I’activation sont eux-mémes induites par I'I[FN-y [60]. L'expression de plusieurs autres
facteurs de transcription sera aussi augmentée, tel que IRF-1 et ICSBP qui permettront,

entres autres, la transcription des génes iNOS et COX-2 [61].

1.4. Roéles des PKC chez le macrophage

Un des premiers articles a rapporter la structure de la PKC décrivait cet enzyme comme
étant une sérine/thréonine protéine kinase activée par le DAG et le Ca™ [62, 63]. Par la
suite, il fut démontré qu’il s’agissait en fait non pas d’une seule protéine, mais d’une
famille de kinases ayant en commun certaines caractéristiques structurales et qui compte
au moins 12 membres. Six membres de cette famille sont exprimés chez le macrophage
(fig A). Cette famille se subdivise en trois sous-familles selon les besoins en activateurs.
Le premier groupe comprend les PKC classiques qui dépendent du DAG et du Ca™ pour
étre activées. Les PKC nouvelles constituent le second groupe et dépendent du DAG
mais ne requiérent pas de Ca*pour leur activité. Les membres du troisiéme groupe, les
PKC atypiques, ne nécessitent aucun de ces deux activateurs, requérant plutt d’autres

médiateurs lipidiques tels la céramide et le PIP; afin d’étre activés (fig A) [64, 65].

Les six isoenzymes exprimés par le macrophage sont PKC-a, BI, BIL, 8, ¢ et & Des
différences au niveau de leurs structures, besoins en activateurs et localisation
intracellulaire suggérent que chacun des isoenzymes joue un rdle distinct dans la
régulation des fonctions du macrophage. Les premiéres données sur le réle des PKC dans

la réponse au LPS ont été obtenues a 1’aide d’inhibiteurs des PKC.

De tels inhibiteurs pharmacologiques ont permis de démontrer que ces enzymes sont

impliqués dans I'expression des génes d’IL-1a, IL-1B et de TNF-o. en réponse au LPS
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[66]. Plus tard, un réle pour les PKC dans I’activité anti-tumorale des macrophages a été
démontré [67]. Par contre, puisque ces inhibiteurs n’ont pas de spécificité d’isoenzymes,
il fut impossible de déterminer le réle d’un isoenzyme particulier dans les fonctions du

macrophage.

Conséquemment, d’autres approches ont été développées. En €puisant certaines PKC par
exposition prolongée au PMA, il a été possible de relier PKC-BII a I’expression du géne
iNOS et a la production de NO en réponse au LPS [68]. En transfectant de fagon
transitoire PKC-g, Diaz-Guerra et ses collaborateurs ont déterminé que I’expression
d’iNOS en réponse au PMA est régulée par cet isoenzyme [69]. L’utilisation d’un
dominant-négatif de la PKC-{ a permis d’établir un rdle pour cet isoenzyme dans la
réponse au TNF-a dans une lignée fibroblastique [70]. En utilisant des ARN anti-sens,
Chen et collaborateurs ont suggéré un réle pour PKC-a, BI et & pour la production de NO

et ’activation du NF-kB en réponse au LPS [71].

En surexprimant un mutant dominant-négatif de I’isoenzyme o dans la lignée de
macrophages murins RAW 264.7, notre laboratoire a démontré que la PKC-a régule
I’expression d’IL-1a, iNOS, MMP-9 et de COX-2 en réponse au LPS et a I'I[FN-y [4, 5].
De plus, cet isoenzyme est impliqué dans I’activation de ERK1/2 lors de phagocytose via
les récepteurs Fcy [72]. Notre approche consiste en la surexpression d’un mutant
catalytiquement inactif de I’isoforme alpha. La mutation se situe dans le site de liaison &
I’ATP, soit a I’acide aminé 368, ou la lysine a été remplacée par un acide aspartique,

(K368D), rendant impossible la phosphorylation des substrats de la PKC-a.

13



Domaines régulateurs

Famille Isoenzymes

V]v Clv

V2 C2

O\

V3 C3 V4 Cc4 V5

* Site de
liaison
ATP

N\

Ca*t

PMA/DAG

NN

Domaine riche en cys

PKC PKC-a.

classiques PKC-PI/BII
PKC-y PMA/DAG

Domaines riches en
cys

PKC-8

PKC  pkcee

nouvelles  pkc
PKC-0

PRKC  prcua

atypiques PKC-(

PKC-pn

? Domaine de
liaison membranaire

o

Domaine PH

Nishizuka, 1992

Figure A : Structure des différentes sous-familles des PKC. V1-5 : Régions variables.

C1-4 : Régions constantes. En hachuré, domaine de liaison au DAG et PMA. En

ombragé, domaine de liaison au Ca++. En quadrillé : domaine de liaison a I’ATP; *

site de la mutation K368D. En gras, isoenzymes présentes chez les macrophages.
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Depuis pres de 10 ans, plusieurs souris déficientes en PKC ont été générées. En 1993, le
groupe de Tonegawa publiait ses travaux sur les souris PKC-y'/'. Ces souris ne
semblaient souffrir d'aucune anomalie au niveau du systtme immunitaire, mais avaient
plutdt des déficiences neurologiques [73, 74]. Plus tard, des souris déficientes pour la
PKC-B ont été congues. Ces souris avaient un phénotype qui ressemblait a
I’agammaglobulinémie liée au chromosome X (X-linked immunodeficiency) c'est a dire
une diminution d'activation des lymphocytes B et une baisse de production d'anticorps.
Fait intéressant a souligner, ces souris ne semblent pas souffrir de défauts autres que
ceux-ci, ce qui suggére que la PKC-B régule des fonctions spécifiques dans les

lymphocytes B induites lors du pontage du BCR [75].

Récemment, des souris déficientes en PKC-q, 3, €, { et © ont été générées. Les souris
déficientes pour la PKC-a ne présentent aucune anomalie physiologique pré ou post-
natale. Le groupe a étudié ’effet sur la signalisation induite par I’insuline et a constaté
que cet isoenzyme régulait négativement I’activation du récepteur a I’insuline [76]. Le
mécanisme exact reste encore a déterminer. Par contre, les résultats de ce groupe
suggerent que la PKC-a régule négativement I’activation de PKCs atypiques PIP;-
dépendantes. Ces PKCs sont normalement activées par I’insuline chez les adipocytes et
chez certains types de cellules musculaires. Donc la PKC-o permettrait & la cellule
activée par I’insuline de retourner a un niveau basal. Un role similaire pour la PKC-

avait été suggéré par le méme groupe [77].

La déficience en la PKC-3 méne & une augmentation du nombre de lymphocytes B
circulants, ainsi qu’un nombre accru des centres germinatifs. Lors de stimulation par des
mitogenes tels que le LPS ou par le pontage du BCR avec des anticorps anti-IgM/CD40,
une sécrétion accrue en IL-6 a été remarquée. Cette sécrétion est due & une augmentation
de P’activité transcriptionnelle du NF-IL6 qui est essentiel pour la transcription et
production d’ARNm d’IL-6. Donc, la PKC-8 joue un role de régulateur négatif sur
I’activation du NF-IL6. De plus, ces souris avaient une augmentation d’anticorps, menant
a une glomérulonéphrite, ainsi qu’une infiltration lymphocytaire dans plusieurs organes

[78].

15



Les souris déficientes pour la PKC-e ont permis de démontrer que cet isoenzyme est
essentiel pour la destruction de bactéries. En effet, les souris PKC-e”" succombent
beaucoup plus rapidement aux infections bactériennes (Gram négatif ou positif) que les
souris de type sauvage. Cette incapacité 4 éliminer les pathogénes est reliée au fait que
ces souris produisent de trés faibles quantités de TNF-a, IL-1B et NO en réponse &
différents stimulis incluant des bactéries & Gram négatif et positif. Selon les auteurs, la
PKC-¢ régule Iactivation de p38, ERK 1/2 et du NF-xB, qui sont impliqués dans la
production d’ARNm d’IL-1B, iNOS et de TNF-a [79]. Les souris déficientes pour la
PKC-C sont essentiellement normales. Par contre, leurs organes lymphoides secondaires
sont peu développés, ressemblant aux souris TNF-oR” et lymphotoxine ﬁR’/'. De plus,
Iactivité transcriptionnelle du NF-xB est trés faible chez ces souris, démontrant ainsi le
role essentiel que joue la PKC-{ dans Dactivation du NF-xB chez les cellules

fibroblastiques embryonnaires [80)].

Finalement, il a récemment été démontré que I’isoenzyme 6, exprimé exclusivement chez
les cellules T, joue un rdle essentiel lors de ’activation du TCR chez les lymphocytes T
matures. Par contre, cet isoenzyme n’est pas impliqué dans la sélection clonale thymique.
Les souris déficientes en cet isoenzyme possédent donc un répertoire T normal. Par
contre, lors de I’activation du complexe TCR/CD28, il n’y a pas d’expansion clonale
puisque PKC-6 contrdle I’activation du NF-«B induite par le complexe TCR/CD28 [81].
Cet isoenzyme est donc essentiel a la réponse des lymphocytes T et représente donc une
cible possible lors de thérapies pour certaines maladies auto-immunes 3 médiation

cellulaire [82].
2.0.LeLPS

Le lipopolysaccharide (LPS) est la composante majeure de la paroi des bactéries 2 Gram
négatif. Cette molécule comporte trois domaines: une chaine oligosaccharidique (O-
antigéne), une charpente saccharidique et le lipide A [83] (fig. B). Chaque souche
‘bactérienne exprime un O-antigéne différent permettant son identification. La délétion de

'un ou des geénes codant pour la biosynthése du O-antigéne n’est pas létale pour la
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bactérie in vitro. Par contre, sans O-antigéne, la bactérie ne peut survivre a la
phagocytose ni a la lyse médiée par le complément [83]. La charpente est plus ou moins
variable d’une espece a I’autre. Le dernier domaine, soit le lipide A, est celui possédant
Iactivité biologique du LPS proprement dite. L’activité biologique est déterminée selon
la conformation spatiale du lipide A, i.e. le lipide A sera actif que s’il posséde une
structure non lamellaire [83]. Lors d’une infection par des bactéries 4 Gram négatif, le
LPS libéré par ces bactéries (vivantes et mortes) est reconnu par les récepteurs du
macrophage, des lymphocytes B et des cellules endothéliales, provoquant le choc
endotoxique. Aux Etats-Unis seulement, le choc endotoxique affecte de 300000 & 500000

personnes par année, avec un taux de mortalité de 20-40% [2, 84].

2.1. Les récepteurs pour le LPS

2.1.1.LBP

Lorsqu’un mammifére entre en contact avec le LPS, une cascade d’événements
s’enclenche pouvant mener au choc endotoxique. Mais le LPS ne peut agir seul sur cet
animal. Une protéine sérique de 60 kDa permet de catalyser le transfert du LPS aux
cellules, soit le « LPS binding protein » ou LBP. Cette protéine permet de dissocier les
agrégats de LPS et de transférer des monoméres de LPS aux cellules [85, 86]. Bien que
les souris déficientes pour le géne Lbp répondent au LPS [87], elles sont par contre bien
plus susceptibles aux infections par des bactéries 3 Gram négatif et succombent a
Iinfection, contrairement aux souris de la lignée parentale qui généralement survivent
[88]. Un autre role pour LBP a aussi été suggéré. Cette protéine peut s’associer avec les
lipoprotéines de haute densité qui peut neutraliser le LPS. Donc, le LBP pourrait aussi
jouer un rdle dans la détoxification du LPS en plus de catalyser son transfert au CD14

[88).
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2.1.2.LeCD14

Le récepteur CD14 est une glycoprotéine de 55 kDa qui est ancrée dans la membrane
plasmique via un lien GPI [89]. Deux formes de CD14 existent : une forme membranaire
présente chez les macrophages et d’autres cellules de la lignée myélomonocytaire et une
forme sécrétée, conférant a certaines cellules la capacité de répondre au LPS, comme les
cellules endothéliales [85]. Comme on pouvait s’y attendre, les souris déficientes en
CD14 sont résistantes au LPS. A des doses de LPS plus élevées, certains médiateurs
inflammatoires peuvent étre détectés dans le sérum, démontrant I’existence de récepteurs

autres que le CD14, tel le récepteur Mac-1 (CD11b-CD18).

Contrairement 2 ce qui pourrait étre attendu, les souris CD14”" infectées avec E. coli ont
un dénombrement bactérien sanguin et pulmonaire inférieur a celui des souris de type
sauvage [90]. Ceci suggere que ce récepteur a un role a jouer dans la dissémination

bactérienne [85, 90].

Le CD14 joue plusieurs rdles chez le macrophage. En plus d’étre le co-récepteur du LPS,
il est requis pour la phagocytose des cellules apoptotiques [91]. Le CD14 reconnait la
phosphatidylsérine présente a la surface des cellules en apoptose [91]. Ce phospholipide,
uniquement présent dans la partie intra-cytoplasmique des cellules normales, se retrouve
expos¢ en surface chez les cellules apoptotiques. Par contre, les réponses engendrées lors
de la destruction des cellules apoptotiques sont bien différentes des réponses observées
lors de la liaison du LPS a ce récepteur. En effet, la phagocytose des cellules
apoptotiques ne méne pas a une réponse pro-inflammatoire. Certains suggérent méme

que la phagocytose de cellules apoptotiques mene & une réponse anti-inflammatoire [92].
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O-antigene Charpente Lipide A

Figure B : Schéma de la structure générale du LPS. Cette structure peut changer selon les
différents sérotypes due aux variations du O-antigéne. A noter que la toxicité méme est
conférée par le Lipide A et cette partie doit étre accessible au CD14 afin d’étre active.
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Depuis I'identification du CD14 comme étant le récepteur du LPS [93], quelques indices
indiquaient que ce récepteur n’était pas le seul impliqué dans la réponse au LPS.
Premiérement, puisque cette molécule est ancrée dans la membrane via un GPI, elle ne
possede pas de queue cytoplasmique et ne peut donc pas transmettre de signaux a
I'intérieur de la cellule. Deuxiémement, les souris résistantes a ’effet du LPS, soient les
C3H/Hel et les C57BL/10ScCr, expriment des niveaux normaux du CDI14. Et
finalement, les lymphocytes B, qui répondent au LPS, n’expriment pas du CD14 4 leur
surface [94, 95]. Ce co-récepteur a été récemment identifié comme étant le TLR4 [51,

52] (Section 2.1.3.).

2.1.3. TLR4

Il 'y a quelques années, deux groupes ont identifié le TLR4 comme étant le co-récepteur
du LPS [51, 52]. Le groupe de Malo a démontré que le géne Tlr4 est délété chez les
souris C57BL/10ScCr [52]. IlIs ont aussi démontré que chez les C3H/Hel, le géne Tir4
contient une mutation ponctuelle, résultant en la substitution du résidu proline 712 pour
un résidu histidine. Cet acide aminé est situé dans la portion cytoplasmique du TLR4,
plus précisément dans le domaine TIR, empéchant toute interaction avec la molécule
adaptatrice MyD88. Cette derniére est responsable en grande partie de la transmission de
la signalisation intracellulaire. Finalement, des souris déficientes en TLR4 ont été
générées [96]. Ces souris avaient le méme phénotype que les souris C57BL/10ScCr et
C3H/HeJ : les macrophages et les cellules B ne répondaient pas au LPS. Ces travaux ont

permis de démontrer le rdle essentiel du TLR4 dans la réponse au LPS.

Une autre molécule associée physiquement au TLR4, MD-2, a récemment été identifiée
comme étant impliquée dans la cascade de signalisation engendrée par le LPS.
Contrairement au CD14 ou au TLR4, cette molécule n’est pas essentielle 3 la
signalisation mais augmenterait I’affinit¢é du TLR4 pour le LPS. De pl s, MD-2
semblerait amplifier I’expression membranaire du TLR4 [97]. Les mécanismes exacts de
reconnaissance du LPS par les macrophages restent encore a déterminer, mais le

consensus actuel est que le LBP transfert au CD14 des monoméres de LPS, recrute le
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complexe TLR4/MD2 et meéne a la formation du complexe LPS/CD14/TLR4/MD2-
TLR4/MD2.

2.1.3.1. Signalisation via le complexe CD14/TLR4/MD-2

Une fois que le complexe CD14/TLR4/MD-2 est formé, une cascade d’événements de
signalisation est enclenchée. Depuis quelques années, plusieurs groupes ont identifié des

nouveaux intermédiaires dans la cascade induite par le LPS (fig. C).

La premiére molécule recrutée par le TLR4 est MyD88. Cette molécule adaptatrice a
d’abord été identifiée comme étant une molécule de différenciation myéloide d’un poids
de 33 kDa [98]. Plus tard, il a été déterminé que cette protéine, ainsi que toutes les
membres de la famille des TLR, appartenaient & la superfamille des Toll/récepteur IL-1
(TIR) [99]. L’appartenance a cette famille est basée sur la présence d'un domaine
d’homologie au domaine TIR présent dans la partie cytoplasmique des récepteurs Toll de
la drosophile, TLR, IL-1 et IL-18. MyD88 posseéde aussi un domaine de mort (Death
Domain) qui lui permet d’interagir avec d’autres molécules de signalisation en aval, telle
IRAK. Les macrophages provenant de souris déficientes en MyD88 ne répondent pas a
I’IL-1 ni a ’IL-18 [100]. De plus, ces souris résistent aux effets du LPS et ne produisent
pas de médiateurs inflammatoires en réponse au LPS [101]. Par contre, I’absence de
production de cytokines en réponse au LPS n’est pas reliée au facteur de transcription
NF-kB ni aux MAPk JNK-1, p38 et ERK 1/2 puisque ces intermédiaires sont activés en
réponse au LPS chez les macrophages dérivés de souris MyD88"' [101]. 1 est a noter que
I’activation des MAPk et du NF-xB est retardée en comparaison aux macrophages
provenant de souris sauvages. De plus, les réponses cellulaires dépendantes des autres

TLR étaient abolies.

Ces résultats laissaient présager que d’autres molécules adaptatrices, absentes sur les
récepteurs d’IL-1, IL-18 et les autres TLR, sont responsables des réponses observées via
le récepteur TLR4. Cette molécule fut identifiée et nommée TIRAP [102] ou MAL [103].

Cette molécule posséde aussi un domaine TIR, lui permettant de s’associer avec TLR4
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mais ne posséde pas de domaine de mort. Le recrutement 4 TLR4 méne aussi a
I’activation du NF-xB via PKR et [IRAK-2 [102]. Récemment, il a été révélé que TIRAP
serait aussi impliqué dans la signalisation via TLR2. Tout comme les souris MyD88™",
l'activation du NF-kB et des MAPk chez les macrophages dérivés des souris TIRAP™ est
retardée [104, 105]. Une particularit¢ de cette protéine est qu’elle semble étre

spécifiquement associ¢e a TLR2 et TLR4.

Récemment, une autre molécule adaptatrice nommée Tollip a été identifiée, et est
associée a TLR2 et TLR4 [106]. Cette molécule avait d’abord été identifiée comme étant
liée au récepteur IL-1 et permettait de faire le lien entre IRAK et ce récepteur. Par contre,
ses fonctions different largement des fonctions de TIRAP. Contrairement 3 TIRAP,
Tollip serait un régulateur négatif des signaux engendrés via TLR2 et TLR4 en
empéchant [I’autophosphorylation -d’IRAK [107]. Cette molécule servirait donc a
retourner la cellule a un niveau basal de maniére a limiter la réponse inflammatoire,

potentiellement dangereuse pour I’individu si laissée hors de contréle.

Une des premiéres kinases a étre recrutée et activée par le complexe TLR4/MyD88 est la
protéine kinase IRAK-1. Cette kinase fait partie d’une famille qui compte 4 membres,
soient JRAK-1, IRAK-2, IRAK-4 et IRAK-M [108]. Ces kinases sont exprimées de
fagon ubiquitaire sauf pour IRAK-M dont [I’expression semble restreinte aux
monocytes/macrophages [108]. IRAK-1 a d’abord été identifiée comme étant une
protéine kinase associée au récepteur IL-1 [109]. Il a été par la suite démontré que cette
kinase est impliquée dans la signalisation induite par les récepteurs TLR et IL-18 [89,
110]. Une fois activée par MyD88, IRAK-1 se dissocie du complexe, se lie et active la
protéine kinase TRAF-6, menant, entres autres, a ’activation du NF-xB, JNK et AP-1
[111]. Curieusement, les réponses a I’IL-1, IL-18 et au LPS des souris déficientes en
IRAK-1 ne sont pas abolies [110, 112], laissant présager que d’autres membres de cette
famille pourraient compenser pour l'absence d’IRAK-1. Des résultats récents démontrent
qu'IRAK-4 agit en amont d’TRAK-1 et méne 4 son activation [113]. A I'inverse, IRAK-
M régulerait négativement les voies de signalisation des TLR en empéchant la
dissociation d’IRAK-4 et IRAK-1 de MyD88 [108]. De plus, des souris IRAK-M™
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démontrent une tolérance diminuée au choc endotoxique, confirmant que cette molécule

régule négativement les réponses induites par le LPS.

2.2. Le syndrome du choc endotoxique

Tel que mentionné précédemment, le choc endotoxique est la cause d’environ 55000-
150000 morts par année en Amérique du Nord. Dans la plupart des cas, les infections
sont dues a des complications suite & une chirurgie. Méme si I’agent causal est une
bactérie & Gram négatif, les effets dévastateurs sont causés par I’hyperstimulation du
systéme immunitaire, le tout étant centré sur les macrophages. Ces derniers, en réponse
au LPS, vont sécréter une quantit¢ importante de cytokines et de médiateurs
inflammatoires tels le TNF-a, I'IL-1, I'lL-6, I'IL-12, les prostaglandines, le NO et le H;O,,
ainsi que des chemokines [3]. La sécrétion de ces médiateurs aura pour effet d’attirer et
activer d’autres cellules du systtme immunitaire, telles les lymphocytes T, B et les
cellules NK. Le role essentiel que joue les macrophages dans cette cascade est évident
[3], mais le r6le des autres cellules, particuliérement les cellules productrices d’IFN-y, est
tout aussi important dans cette pathologie. En effet, des souris déficientes en ICAM-1
[114] ou en IFN-y [115] sont résistantes au choc endotoxique, ce qui démontre clairement
que plusieurs cellules « accessoires » jouent un role crucial dans le choc endotoxique.
Cette production aberrante de cytokines culmine en une baisse de pression artérielle due a
une trop importante production de NO, a une coagulation intravasculaire disséminée
causée par le Ca™" relaché par les cellules lysées et finalement 4 I’arrét du fonctionnement
du foie, des reins et des poumons, entres autres, entrainant la mort dans les cas les plus

séveres [2].
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Figure C : Voies de signalisation induites par le LPS. Quelques voies activées lors de
la liaison du LPS au complexe CD14/TLR4/MD2.
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2.3. Les facteurs de transcription

La régulation des génes induits en réponse au LPS est sous le contrdle de plusieurs
facteurs de transcription. Nous avons entrepris d'étudier le réle de la PKC-o dans
l'activation du NF-«xB, NF-IL6 (C/EBPB) et AP-1 en raison de leur importance dans la
réponse au LPS. En effet, la majorité des génes de la réponse inflammatoire possédent
dans leur région promotrice des séquences de liaisons pour un ou plusieurs de ces facteurs

de transcription [3].

2.3.1 NF-xB

Le facteur de transcription NF-«B fait partie de la famille des protéines Rel, exprimées de
fagon constitutive chez tous les types cellulaires [116]. Ce facteur a été identifié pour la
premicre fois en 1986 par le groupe de Baltimore, I'impliquant dans la production des
chaines kappa des immunoglobulines, d’ou son nom «nuclear factor kappa B» [117].
C’est en fait le complexe p50/p65 qui avait été identifié, soit le dimére le plus exprimé
dans tous les types cellulaires [118]. Les membres qui constituent cette famille chez les
mammiferes sont RELA (p65), c-REL, RELB, p105/p50 et p100/p52 [119]. Puisque
chaque dimere joue un réle particulier & I’intérieur d’une lignée cellulaire, il est important
de spécifier la composition du dimére en question. Par exemple, le dimer p50/p65 [118]
active la transcription tandis que certains rapportent que les homodiméres p50/p50 et
p52/p52 inhibent la transcription [120, 121]. Depuis la découverte par le groupe de
Baltimore, cette famille de facteurs de transcription s’est révélée étre impliquée dans la
régulation de I’expression d’une quantité impressionnante de génes tels que CMH-],

CMH-II, NK-kB, IkB, IL-1, IL-6, IL.-12, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, iNOS, etc [122].

Peu apres, le méme groupe a identifié une protéine, IxB, qui prévient la translocation
nucléaire du NF-xB en masquant sa séquence de localisation nucléaire [123]. Ces
travaux ont démontré que la protéine inhibitrice était phosphorylée sur les résidus serine
32 et 36, ubiquitinée et dégradée via la voie des protéasomes [124] mais les mécanismes

gouvernant son activation n’ont été élucidés que récemment [125, 126]. Une fois libérée
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de son inhibiteur, la séquence de localisation nucléaire du NF-xB est exposée, ce qui
permet sa phosphorylation suivie par sa translocation nucléaire [119]. Les deux enzymes
responsables de la phosphorylation d’IkB, IKKa et IKK[, sont liées ensembles par la
protéine structurale NEMO (ou IKKy) [127]. Récemment, deux autres IKK ont été
identifiées. Ces kinases, IKKe et TBK (ou NAK), font partie d’un complexe distinct de
celui formé par NEMO/IKKo/IKKf [128]. Leur role dans la signalisation induite par le
LPS n’a pas encore été élucidé. Par contre, le role de IKKa et IKKb dans la signalisation
induite par le LPS est bien connu. Alors que I’utilisation d’un dominant-négatif de IKKa
n’avait aucun effet sur I’activité transcriptionnelle du NF-kB, un dominant-négatif de
IKKf diminuait de fagon significative son activité transcriptionnelle en réponse au LPS

[129].

Le r6le des PKC dans ’activation du NF-xB a été démontré a plusieurs reprises a I’aide
de différentes méthodes. En utilisant soit des inhibiteurs de la PKC, [130], des
oligonucleotides anti-sens pour la PKC-{ [131] ou PKC-a, p et & [71]ou un dominant-
négatif des PKC-A/u [132] et PKC-£ [70], ces isoenzymes ont été impliqués dans la voie
de signalisation menant & I’activation du NF-«kB, probablement en activant la IKKf} [133].
Evidemment, la preuve formelle du réle de la PKC-{ dans Iactivation du NF-xB fut
obtenue a I’aide des souris déficientes pour la PKC-C, tel que mentionné plus haut [80].
Par contre, lors de ses travaux avec le LPS, le groupe de Moscat a utilisé des fibroblastes
embryonnaires. Donc le réle exact de la PKC-( dans I’activation du NF-xB en réponse

au LPS chez les macrophages est a déterminer.

Chez la souris, plusieurs intermédiaires impliqués dans I’activation du NF-xB ont été
éliminés par recombinaison homologue. La premiére souris de ce genre fiit générée par le
groupe de Baltimore. Son équipe a pu démontrer que la sous-unité p65 est indispensable
puisque les embryons mouraient au 16° jour de gestation en raison de 1’apoptose des
cellules hépatiques [134]. Par opposition, les souris déficientes en la p50 semblaient en
bonne santé et n’avaient que quelques problémes immunitaires [135]. Ce groupe a noté

une susceptibilité accrue aux infections bactériennes due a une faible production
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d’anticorps mais une résistance accrue aux infections virales. Une production
anormalement élevée d’IFN- par les fibroblastes en réponse au virus était responsable de
la résistance augmentée [135]. Ces résultats suggérent donc que certains membres de la
famille NF-xB ont des fonctions redondantes tandis que d’autres ont des réles distincts et

uniques.

2.3.2. AP-1

Le facteur de transcription AP-1 est constitué d’homodimeéres de la famille jun ou
d’hétérodimeres de membres de la famille jun et fos. Il est a noter que les hétérodimeéres
forment des complexes plus stables [136]. On compte trois membres connus dans la
famille jun, soit c-jun, jun-b et jun-d et cinq membres dans la famille de fos, soit c-fos,
FRA-1, FRA-2, fosB et fosB2, donnant 21 diméres possibles [136]. Contrairement au
facteur NF-kB, les protéines qui constituent AP-1 sont phosphorylées au noyau [137].
Divers stimuli tels le LPS ou des cytokines induisent I’activation des MAPk SAPK/JNK
et ERK 1/2. SAPK/JNK phosphoryle c-jun sur les résidus sérine 73 et 63, permettant la
dimérisation de cette sous-unité. Parallélement a cette voie, ERK 1/2 est aussi activée et
meéne A I’activation de ELK-1 qui est responsable de la phosphorylation de c-fos. Lorsque
les deux sous-unités sont phosphorylées, elles se dimérisent. Le facteur nouvellement
formé peut induire la transcription de plusieurs génes tels que TNF-o, [L-1a et IL-6 [3,

138, 139].

Tout comme pour la famille du NF-«B, plusieurs souris déficientes pour des membres des
familles fos et jun ont été générées. Des souris déficientes pour c-fos ont permis de
déterminer que cette sous-unité n’est pas essentielle a la survie ni a la prolifération
cellulaire in utero. Les souris ont un poids normal & la naissance, mais présentent un
retard dans leur développement et souffrent d’ostéoporose séveére [140]. Les souris
déficientes en fos-B sont généralement normales, mais démontrent des déficiences au
niveau de I’hypothalamus et sont incapables d’élever et de s’occuper de leur portée [141].
Ces résultats suggérent que les autres membres de la famille Fos puissent compenser pour

I’absence de 'un des membres. Contrairement aux membres de la famille de fos, la
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déficience en c-jun est létale au 12-14° jour de gestation [142, 143]. Ceci démontre que
c-jun joue un role essentiel dans I’embryogenése et qu'aucun autre membre de cette

famille ne peut compenser pour son absence.
2.3.3. NF-IL6

NF-IL-6, ou C/EBP, fut identifié pour la premiére fois comme étant un facteur se liant a
la séquence de réponse a I’IL-1 dans le promoteur du géne /L-6 [144]. Plus tard, il a été
révélé que le C/EBPP fait partie de la famille des CCAAT/enhancer Binding Protein
(C/EBP), qui est comprise dans la super famille des « Leucine Zipper » [145, 146]. La
famille du C/EBP compte 6 membres, soit C/EBPa, C/EBPJ, C/EBPy, C/EBPS, C/EBPs
et C/EBPC. Leur expression et distribution tissulaire varient énormément. Par exemple,
les C/EBPy et C/EBP( sont distribuées de fagon ubiquitaire, tandis que I’expression du

C/EBPe est restreinte aux cellules hématopoiétiques [147].

Plusieurs études ont permis de démontrer que I’expression d’un nombre important de
genes de la réponse inflammatoire est régulée par le C/EBPf [3]. Par contre, malgré ce
nombre important de génes, les souris déficientes en C/EBP présentent peu de défauts
immunitaires outre le fait que les macrophages issus de ces souris sont incapables
d’éliminer certains pathogénes et des cellules tumorales [148, 149]. Les souris C/EBPp
générées par le groupe de Poli [148] ont un syndrome similaire 4 la maladie de
Castleman, soit une surexpression d’IL-6, une splénomégalie, une lymphoadénopathie et
une hématopoiese accrue. L’expression de C/EBPa, un autre membre de la méme
famille, est élvée et constitutive chez les embryons. L’expression de ce facteur diminue
normalement aprés la naissance. Mais, chez les souris déficientes en C/EBPB,
I’expression de C/EBPa ne diminue pas. L’expression anormalement élevée de C/EBPa

des souris C/EBPB™" pourrait expliquer les symptomes observés chez ces animaux.

La raison pour laquelle les macrophages provenant de souris C/EBPB'/' sont incapables

d’éliminer certains pathogenes intracellulaires a récemment été elucidée. En réponse a
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certains pathogénes ou au LPS, les macrophages péritonéaux provenant de ces souris
expriment peu ou pas de G-CSF [150]. L’ajout de G-CSF exogéne permet de rétablir le
pouvoir microbicide de ces macrophages. Depuis cette publication, de nombreux groupes
ont entrepris d'expliquer la régulation de transcription d’une variété de génes et ont pu
constater qu’en fait plusieurs génes requiérent le C/EBPB pour leur expression.
Notamment, un rdle essentiel pour ce facteur a été démontré au niveau de la régulation de
Pexpression de COX-2 [151], de I'IL-12p35 [152], d’iNOS [153]et de I'IL-1B [154] en

réponse au LPS.

29



3.0 Leishmania

3.1. Leishmaniose

Le parasite protozoaire Leishmania fait partie de la famille des Trypanosomatidae [155].
Chez I'humain, ce parasite est 1’agent causal de la leishmaniose, une maladie touchant
entre 1,5 et 2 millions de personnes annuellement & travers le monde, plus
particuliérement en Amérique du Sud, au sud de I’Europe, en Inde, au Moyen-Orient et
en Afrique [156]. On peut distinguer 3 types de leishmaniose, soient la forme cutanée,
muco-cutanée et viscérale. La forme cutanée, causée par L. major, L. tropicana et L.
mexicana, est caractérisée par des ulcéres cutanés apparaissant sur le corps et sont
habituellement sans conséquence grave chez I’hdte dont le systéme immunitaire est
normal. Une forme apparentée est la leishmanioise muco-cutanée, causée par L.
braziliensis braziliensis. Ce parasite a une affinité particuliére pour les macrophages
résidents des muqueuses oro-nasales et y cause des ulcéres qui, non traités, peuvent
mener a des 1ésions plus graves. Et finalement, la forme la plus séveére est la leishmaniose
viscérale causée par L. donovani et L. chagasi. Les organes cibles sont le foie, la rate et
les monocytes/macrophages de la moelle osseuse. Si non traitée, cette infection peut étre

fatale [157, 158].

L’épidémie de VIH en Afrique rend la population encore plus a risque et les co-infections
VIH/Leishmania augmentent sans cesse [159]. Les difficultés reliées & 1I’élimination de
cette maladie sont multiples. Premiérement, parmi les 88 pays ou la leishmaniose est
endémique, 72 sont en voie de développement et n’ont pas de programme de dépistage ou
de traitement. Deuxiémement, de plus en plus de parasites sont résistants aux traitements,
qui consistent essentiellement de métaux lourds comme I’antimoine. De plus, plusieurs
mammiferes autres que I’homme sont aussi infectés par ce parasite, créant un important
réservoir animal et compliquant I’éradication des parasites et des maladies qu’ils causent.

Finalement, aucun vaccin efficace contre I’infection n’est encore disponible [160].



3.2. Cycle de vie

Le parasite Leishmania a un cycle de vie biphasique. En plus d'un hte mammifére, une
partie de son cyle de vie se déroule dans les mouches de sable du genre Phlebotomus,
dans I'Ancien monde, ou du genre Lutzomia en Amérique [161]. Chez I’insecte, qui vit a
une température ambiante d'environ 26°C, le parasite existe sous sa forme promastigote.
Sous cette forme, il est flagellé et motile et a une morphologie allongée. Il réside dans la
partie médiane de I’estomac de la mouche, qui est normalement d’un pH neutre ou
basique. C’est a cet endroit que la métacyclogéneése se produit. Essentiellement, cette
étape permet au parasite d’augmenter le nombre de copies ainsi que le nombre d’unités
répétitives du LPG, le glycoconjugué de surface le plus abondant chez la forme
promastigote (section 3.3.2.) [162, 163]. Les promastigotes métacycliques migrent vers
les glandes salivaires de I’insecte femelle, et lors d’un repas sanguin seront inoculés dans

I'h6te mammifere.

Certaines composantes de la salive de la mouche de sable ont des effets
immunomodulateurs et favorisent I'établissement de l'infection chez I'h6te mammifere
(section 3.4) [164]. Dés son entrée, le parasite sera ingéré par des macrophages et se
multipliera dorénavant a l'intérieur d'un phagolysosome. Les changements de
température et de pH constituent les principaux signaux de différenciation de la forme
promastigote en forme amastigote. Ainsi, chez I’hte mammifere, le parasite se multiplie
sous la forme amastigote, qui est caractérisée par une morphologie arrondie et un flagelle
atrophié, et exprime trés peu ou pas de LPG [155, 165]. La forme amastigote est
parfaitement adaptée a I’environnement hostile du phagosome. Des cellules infectées ou
des amastigotes libérés des macrophages infectés seront ingérés lors d’un repas sanguin
d’une mouche non infectée. Cette fois-ci, le processus est inversé. L’amastigote se
différenciera en promastigote grace encore une fois aux changements de température et

pH et le cycle recommencera a nouveau.
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3.3. Les glycoconjugués de Leishmania

3.3.1. GP63

GP63, ou leishmaniolysine, est une métalloprotéase Zn-dépendante de 63 kDa exprimée
a la surface du parasite. C’est la protéine de surface la plus abondante (500000 copies) et
elle est ancrée dans la membrane plasmique via un GPI [166]. Gp63 est codée par une
famille de plusieurs génes organisés en tandem dont I’expression varie avec le stade de
différenciation du parasite. Le nombre de génes varie selon I’espéce, allant de 7 chez L.
major a 15 chez L. mexicana [167]. Plusieurs groupes ont postulé que cette molécule
pourrait interagir avec des récepteurs comme par exemple Mac-1 (CD11b-CD18, CR3)
ou le récepteur de la fibronectine. Jusqu’a présent, aucune preuve formelle a cet effet n’a
pu étre établie. Il a par contre été clairement démontré que cette molécule interagit avec
le complément, particulierement dans la conversion de C3b en C3bi, favorisant donc
’entrée du parasite via CR3 [168]. Récemment, une souche de L. major déficiente pour
les 7 génes de GP63 a été générée [167]. Les parasites se développent normalement a
Pintérieur de P'insecte. Par contre, chez la souris, les parasites déficients en GP63
démontrent une susceptibilié accrue a la lyse médiée par le complément. De plus, chez la
souris génétiquement susceptible, le temps d’apparition des Iésions est retardé. Cette
molécule jouerait donc un rdle dans la survie du parasite lors de I’infection en permettant
d’éviter la lyse mediée par le complément mais ne semble pas affecter sa survie chez

I’insecte.

33.2.LPG

3.3.2.1 Biosynthése du LPG

Le LPG est la molécule de surface la plus abondante chez la forme promastigote de
Leishmania. 1l est estimé qu’il y a environ 1 4 5 X 10° copies exprimées a la surface du
parasite [169]. Cette molécule est constituée de quatre domaines : 1) une ancre lipidique

phosphatidylinositol (1-O-alkyl-2-lyso-phosphatidylinositol), 2) une charpente de
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polysaccharides, 3) un squelette constitué de 15 a 30 wunités répétées de
phosphodisaccharides (6Gal(p1-4)Mana1)-PO, et 4) une coiffe d’oligosaccharides [157,
162] (figure D). Cette structure de base est retrouvée chez toutes les espéces de
Leishmania. Par contre, certianes especes de Leishmania, tels que L. mexicana et L.
major, ont des chaines latérales glucidiques sur leur squelette phosphodisaccharidiques.
Ces résidus glucidiques peuvent étre simples ou trés complexes [162]. Le rdle exact des
chaines latérales n’est pas encore déterminé, mais il est possible qu’elles jouent un réle
dans I’ancrage a I’épithélium gastrique de la mouche [156]. Il est a noter que L. donovani

ne posséde pas de chaines latérales glucidiques.

La biosynthése de cette molécule impliquerait au moins 25 génes [170]. Jusqu’a présent,
seulement 4 génes ont été identifiés et 3 d’entre eux ont été caractérisés. Ces génes sont
LPGI, LPG2, LPG3 et LPG4a. Le géne LPGI code pour une glycosyltransférase qui est
responsable de I’addition de résidus galactosylfuranose présents dans la charpente
hexasaccharidique du LPG. Les promastigotes dont le géne LPGI a été éliminé
n’expriment pas de LPG a leur surface, ont une charpente tronquée, mais les molécules
sécrétées contenant des PG, telles que les acides phosphatases ou les PPG, sont intactes
[171] Le géne LPG2 code pour une protéine membranaire qui participe au transport de
GDP-mannose du cytosol a I’appareil de Golgi, permettant ainsi I’addition d’unités
répétitives de mannose-POy4 (6Gal (p1-4) Manal) et donc I’élongation du LPG. Les
promastigotes déficients en LPG2 ont donc une charpente d’hexasaccharides compléte,
mais n’expriment pas de LPG a leur surface. De plus, ces mutants sécrétent des
glycoconjugés qui ne possédent pas d’unités répétitives [172]. Le géne LPG3 code pour
une protéine homologue a GRP94, une chaperone localisée dans le reticulum
endoplasmique des cellules de mammiferes. La fonction exacte reste encore a déterminer
mais il est probable que la protéine encodée par le géne LPG3 a pour fonction de
contribuer au repliement d'une glycosyltransférase.  Les promastigotes LPG3™
synthétisent un LPG tronqué qui ne contient que le résidu Mana1-POy4 de la premiére
unité répétitive et n’expriment pas de PPG [173]. Finalement, le géne LPG4a permet

I’addition de la seconde unité répétitive sur le LPG [174].
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Figure D : Schéma de la structure générale du LPG de L. donovani. D’une
espece de Leishmania a 1’autre, ce sont surtout les résidus des chaines latérales
qui varient. La délétion des génes LPG1, LPG2 et LPG3 méne a l'expression
d'un LPG tronqué a I'endroit indiqué par les fléches.
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3.3.2.2 Réle du LPG chez ’insecte

Une des étapes du cycle de vie de Leishmania se passe chez la mouche de sable.
Evidemment, le parasite doit survivre & la digestion du repas sanguin et donc aux
enzymes hydrolytiques produits par la mouche. De plus, le parasite doit éviter d’étre
excrété avec les déchets du repas sanguin. Le LPG et le flagelle sont essentiels pour cette
étape du cycle de vie du parasite. Les polymorphismes structuraux du LPG des
différentes espéces expliquent en partie leur tropisme pour des espéces de mouches de
sables particuliéres [175]. De 18 a 32 heures aprés I’ingestion d’un repas sanguin, des
protéases sont libérées dans I’intestin de la mouche [161]. Certains glycoconjugés,
notamment le LPG, les phosphatases acides et des PPG sécrétés, peuvent inhiber ces
enzymes potentiellement néfastes pour le parasite. Afin d’éviter d’étre excrété en méme
temps que le reste du repas sanguin digéré, le parasite s’attache entre les microvillosités
de I’épithélium gastrique de la mouche grice a son flagelle qui est, comme le reste du
parasite, recouvert de LPG [161]. Les promastigotes qui sont déficients en LPG ne
peuvent pas s’attacher et ne survivent pas plus de 5 jours dans la mouche, démontrant
donc le role essentiel que joue le LPG dans la survie du parasite dans la mouche. Lorsque
le parasite a atteint le stade métacyclique, la composition et la structure du LPG changent
et ne permettent plus au parasite de se fixer aux microvillosités [176]. Ceci améne le
promastigote & migrer vers les glandes salivaires de la mouche, ol il sera excrété en

méme temps que la salive de la mouche, juste avant le repas sanguin [164].

3.4. Entrée du parasite dans les macrophages

L’infection par Leishmania implique tous les joueurs i.e. la mouche, le parasite et le
mammifére. Tout d’abord, comme tous les insectes piqueurs qui se nourrissent de sang,
la mouche de sable produit des substances anti-inflammatoires, tels que des inhibiteurs
d’INOS [177] et anti-coagulantes [178]. En plus de faciliter le repas sanguin de la
mouche, ces substances favorisent I’entrée du parasite chez le mammifére. En effet, la
co-injection de salive de la mouche de sable et des parasites va mener a une augmentation

de taille de la Iésion ou & un nombre plus élevé de parasites chez I’hdte [161]. De plus, la
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co-injection de salive et de promastigotes de L. major entraine la formation de Iésions
chez des souris génétiquement résistantes a l'infection et a une augmentation des
cytokines Th2 [179]. A [I’inverse, I’immunisation de souris naives avec la salive de
mouche confere une résistance a I’infection contre Leishmania. La salive de la mouche
de sable joue donc un role essentiel dans la transmission de Leishmania. Certaines études
suggerent que le vaccin ‘idéal’ serait fait d’une combinaison d’antigénes du parasite et du

vecteur [180].

Plusieurs récepteurs du macrophage ont le potentiel de contribuer & [P’entrée du
promastigote de Leishmania dans le macrophage. Parmi ceux-ci sont, le CR1 (CD35), le
CR3 (CDI11b-CD18), le CR4 (CD11c-CD18, GP150/95) ainsi que le récepteur du
mannose. Par contre, les récepteurs les plus susceptibles de permettre ’entrée du
promastigote de L. donovani sont le CR3 et CR1. Grice au LPG et GP63, les
promastigotes du genre Leishmania peuvent résister a la lyse médiée par le complément
en en bloquant I'activation de la cascade du complément. De plus, la GP63 participe a la
conversion du C3b en C3bi, permettant ainsi aux promastigotes opsonisés d’étre
phagocytés via le CR3 [168]. 1l est clair qu’il est avantageux pour un microorganisme
d’étre phagocyté via un récepteur du complément puisque la phagocytose via le CR3 ne
ménera pas a la flambée respiratoire ni a la production de NO (section 1.1.3), un
médiateur indispensable a 1’élimination des parasites [181, 182]. En fait, I'IL-10,
produite en réponse a la phagocytose via le CR3 ménera plutdt a I’inhibition de la réponse

inflammatoire.

3.4.1. Effet sur les voies de signalisation

Une fois le parasite internalisé, plusieurs mécanismes sont mis en branle afin d’assurer sa
survie et, parmi ceux-ci, le LPG joue un rdle important. Il a déja été démontré que
I’infection avec L. donovani inhibe I’activation des PKC [9, 183] et que le LPG est
probablement responsable de cette inhibition [165]. L’expression de c-fos, composante
du facteur de transcription AP-1 (section 2.3.2), est aussi inhibée en réponse au LPS et au

DAG chez des macrophages infectés avec L. donovani [165, 183, 184]. Récemment, une
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étude menée par le groupe de Matlashewski [185] a démontré que l'expression de
plusieurs dizaines de génes est modulée en réponse a I’infection par les amastigotes de L.
donovani. Parmi ceux-ci sont certians membres de la famille Rel, composantes du facteur
de transcription NF-kB qui régule, entres autres, I’expression de TNF-a, CMH I, CMH
II, IxB ainsi que I’expression des protéines Rel. Ces travaux démontrent que Leishmania
interfere avec I’expression d’au moins deux facteurs de transcription essentiels a la

réponse immunitaire, soit AP-1 et NF-kB.

Au laboratoire, nous avons récemment établi que l’entrée de promastigotes de L.
donovani de type sauvage n’entraine I’activation d’aucune des 3 voies des MAPk, mais
que I’infection avec des promastigotes LPG27 est accompagnée d’une activation de la
voie de ERK1/2 [10]. Ces résultats démontrent un nouveau role pour le LPG, soit
I’évasion de I’activation de la MAPk ERK1/2, intermédiaire essentiel dans la réponse
immunitaire et inflammatoire. L’infection par Leishmania affecte aussi la cascade de
signalisation induite par I'I[FN-y. Les molécules de signalisation JAK1, JAK2 et STATI,
qui sont normalement activées en réponse a I'IFN-y, sont hypophosphorylées bloquant
’effet activateur de I’IFN-y sur le macrophage [186]. De plus, certaines études suggérent
qu'une phosphatase de I’hdte, la SHP-1, est activée en réponse a D’infection par L.
donovani [187, 188]. Donc, en plus de bloquer I’action de cytokines qui ont comme effet
d’activer le macrophage, Leishmania active une phosphatase dont le role consite a
désactiver le macrophage. Le parasite Leishmania affecte donc plusieurs voies de

signalisation, contribuant ainsi a sa survie chez I’h6te mammifere.

3.4.2. Effet sur la réponse inflammatoire

Une fois infectés par L. donovani, la physiologie des macrophages change
considérablement. Qu’il n’y ait pas de production d’IL-12 en réponse a I’infection est
conséquent si I’on considere I’entrée silencieuse de ce parasite. En effet, lors d'infections
de souris génétiquement susceptibles ou résistantes avec des promastigotes de L. major,
les lymphocytes T CD4" produisent de I'IL-4, IL-10 et IL-13, cytokines représentatives

d’une réponse Th2, soit une réponse qui ne permettra pas d’éliminer le parasite [189].
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Par contre, a 14 jours post-infection, les niveaux d’IL-4 étaient presque indétectables chez
les souris génétiquement résistantes tandis que les niveaux restaient élevés chez les souris
génétiquement susceptibles. De plus, des macrophages de moelle osseuse provenant de
souris génétiquement résistantes ou susceptibles infectées avec L. donovani ou L. major

ne produisent pas d’IL.-12 en réponse au LPS ou a I’IFN-y [190].

Les macrophages infectés produisent des quantités importantes de TGF-f3. Cette cytokine
est un puissant immunosuppresseur. Un des nombreux effets de cette cytokine sur les
lymphocytes T est I’inhibition de I’expression de la chaine B du récepteur de I'IL-12
[164]. Donc, les lymphocytes T recrutés au site d’infection ne pourront pas répondre a
I'IL-12 et conséquemment ne produiront pas d’IFN-y en réponse a [’infection par

Leishmania [191].

Il est connu depuis longtemps qu’iNOS est 1’effecteur principal dans I’élimination de
Leishmania [182, 192]. Proudfoot et collaborateurs ont démontré qu’une pré-exposition
des macrophages au LPG de L. major inhibe ’expression d’iNOS et la sécrétion de NO
en réponse a 'IFN-y. Par-contre, si les cellules étaient pré-stimulées a I’'IFN-y avant
d’étre infectées ou exposées au LPG, il y avait un effet synergique sur la production de
NO [193]. Ceci suggere donc que la présence d’[FN-y au moment de I’infection de I’héte
puisse permettre & 1’hote de produire des quantités importantes de NO et de détruire le
parasite. En accord avec ces résultats, nous avons démontré au laboratoire que I’infection
de cellules préstimulées a I'IFN-y avec des promastigotes de L. donovani qui n'expriment
pas de LPG (LPG2”") mene & une production de NO inférieure que celle observée lors

d’infections avec des L. donovani de type sauvage [10].

3.4.3. Effet sur la phagocytose

Afin de pouvoir atteindre leur stade de maturation final, les phagosomes procédent par
trois phases, soient le phagosome précoce, tardif et le phagolysosome. Le dernier stade
résulte de l'interaction entre les phagosomes et les endosomes lysosomaux. Il est possible
d’identifier le stade de maturation en analysant les différents marqueurs associés aux

phagosomes [194]. 11 a été démontré que le LPG de L. donovani bloque la maturation du
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phagosome en s’intercalant dans sa membrane, empéchant donc la fusion avec les
organelles endocytaires [195]. En effet, lorsque des macrophages sont infectés avec des
promastigotes de L. donovani de type sauvage, la fusion entre les phagosomes et les
endosomes est bloquée [196]. Ce phénomene n’est pas observé lors de l'infection avec
des promastigotes LPG". De plus , il a été observé que la présence du LPG de L.
donovani a la surface des phagosomes du macrophage cause une accumulation
périphagosomale de F-actine, créant ainsi une barriére physique protectrice autour du
phagosome {197]. Donc, le LPG pourrait bloquer de maniére transitoire le processus de

maturation du phagosome, permettant ainsi au promastigote de se différencier en

amastigote.

Un point intéressant de noter: alors que les promastigotes LPG”" sont rapidement
éliminés, il n’en est pas de méme pour les amastigotes LPG™ différenciés in vitro. En
effet, I'infection avec ces amastigotes a des conséquences identiques qu’avec des
amastigotes de type sauvage [198]. Ceci démontre donc que le LPG est essentiel pour la

survie du promastigote chez le mammifeére, mais pas pour I’amastigote.
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Comme vous I’avez constaté avec la section précédente, nous avons considérablement
d’informations sur la régulation des fonctions du macrophage. Par contre, il reste encore
beaucoup a découvrir en ce qui a trait a la régulation des fonctions du macrophage dans
un contexte hdte-pathogene. Nous nous sommes concentrés sur deux types de pathogénes
qui ont des effets divergents sur le macrophage: les bactéries a Gram négatif, qui
stimulent le macrophage a outrance et le parasite L. donovani, qui infecte le macrophage

sans [’activer.

Des résultats précédents obtenus dans notre laboratoire ont permis de montrer que la
PKC-a régule I’expression de divers génes en réponse au LPS, notamment IL-1a, iNOS
et COX-2 mais que cet isoenzyme n’est pas impliqué dans I’activité des MAPK ni dans
’activation du facteur de transcription NF-xB {4, 5, 72]. L’objectif principal de cette
partie de mes travaux de doctorat était de déterminer si I’activation d’un (ou des)
facteur(s) de transcription, régulant I’expression de I’'IL-1a. et de iNOS, est (sont) sous le

contrdle de la PKC-a.

Dans le deuxieéme volet de mon doctorat, nous voulions approfondir nos connaissances
quant au réle du LPG du parasite L. donovani sur la régulation de I’activit¢ du
macrophage. Nous avions précédemment démontré que la présence du LPG a la surface
de L. donovani est essentielle a 1’évasion de I’activité de ERK1/2 chez le macrophage
murin [10, 197]. L’objectif de cette partie était d’identifier quelle(s) autre(s) voie(s) est
(sont) affectée(s) par la présence du LPG lors d’infection de macrophages naifs et pré-

stimulés a I'IFN-y.

Les résultats obtenus lors de mes travaux de doctorat sont présentés sous forme d’articles.
La section qui suit est divisée en deux chapitres. Le premier comprend deux articles
publiés traitant du rdle de la PKC-a dans les réponses induites par le LPS. Le deuxiéme
chapitre est constitué des travaux sur le parasite Leishmania donovani. Le manuscrit n’a

pas encore €té soumis pour publication.
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PREMIER CHAPITRE



RESUME DE LA PREMIERE PUBLICATION

Le lipopolysaccharide, qui est un puissant activateur des macrophages, se lie au CD14 et
enclenche une cascade d’événements, incluant I’activation de plusieurs protéines kinases,
culminant par la production d’une variété de molécules immunomodulatrices, tel que le
NO, ainsi qu’a la production de cytokines proinflammatoires. Dans cette étude, nous
avons examiné le role de I’isoenzyme « de la famille des protéines kinases C (PKC) dans
la réponse au LPS chez le macrophage. A cette fin, nous avons surexprimé de fagon
stable une forme dominante-négative de la PKC-o (DN PKC-o) dans la lignée de
macrophages murins RAW 264.7. Les clones surexprimant la forme DN PKC-a ne
démontraient aucune différence au niveau morphologique ni dans la croissance cellulaire.
Par contre, la surexpression du DN PKC-a a causé une forte diminution de production
d’ARNm d’IL-1a en réponse au LPS et, a un degré moindre, des diminutions dans la
production d’ARNm d’iNOS et de TNF-a. La surexpression DN PKC-a ne rendait pas
le macrophage insensible au LPS puisque la production de MMP-9, en réponse au LPS,
était augmentée. De plus, la phosphorylation induite par le LPS d’IkB, ainsi que la
translocation nucléaire du NF-kB, la phosphorylation de p38 et JNK était normale dans
les clones DN PKC-a.. Pris dans leur ensemble, ces résultats démontrent que la PKC-a

régule certaines fonctions induites par le LPS chez le macrophage.
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SUMMARY

Lipopolysaccharide (LPS), a potent modulator of macrophage functional activity, binds
to CD14 and triggers the activation of several protein kinases, leading to the secretion of
variety of immunomodulatory molecules such as nitric oxide and proinflammatory
cytokines. In this study, we have examined the role of the o isoenzyme of protein kinase
C (PKC) in the regulation of LPS-initiated signal transduction in macrophages. To this
end, we have stably overexpressed a dominant-negative (DN) version of PKC-a (DN
PKC-a) in the murine macrophage cell line RAW 264.7. Clones overexpressing DN
PKC-o were indistinguishable from the parental line with respect to morphology and
growth characteristics. At the functional level, DN PKC-a overexpression strongly
inhibited LPS-induced IL-1oc mRNA accumulation, and to a lesser extent iNOS and
TNF-o expression. DN PKC-a overexpression did not cause a general unresponsiveness
to LPS, as secretion of the matrix metalloproteinase MMP-9 was up-regulated in our DN
PKC-a-overexpressing clones. Moreover, LPS-induced phosphorylation and degradation
of IkBa, NF-kB activation, as well as p38 MAP kinase and Jun N-terminal kinase
phosphorylation were not affected by DN PKC-a. overexpression. Collectively, these
data provide evidence that PKC-a regulates selective LPS-induced macrophage functions

involved in host defence and in inflammation.
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INTRODUCTION

Mononuclear phagocytes are multipotential cells that can be modulated to perform a
variety of functions including secretion of nitric oxide (NO)' and proinflammatory
cytokines, which are important mediators in host defence and in inflammation. In this
regards, LPS, a major component of the cell wall of Gram-negative bacteria, is one of the
most potent and best characterized modulator of macrophage function. Binding of LPS
to the cell surface CD14 molecule triggers multiple intracellular biochemical cascades,
including the phosphorylation of several proteins by either tyrosine or serine/threonine
kinases (1-3). Although the identity of the protein tyrosine kinases (PTK) that mediate
LPS-initiated signal transduction remains to be determined with certainty (4, 5), studies
with pharmacological inhibitors revealed that their activity is essential for the expression
of LPS-induced macrophage functions (3, 6-9). In addition to PTK, exposure of
macrophages to LPS activates protein kinase C (PKC) (9-16), and experiments using
various PKC inhibitors indicated that PKC activity is required for the expression of
several macrophage functions, including TNF-o and IL-1 secretion, NO production, and

tumoricidal activity (9, 13, 17, 18).

PKC was first characterized as a Caz+-dependent and phospholipid-dependent
serine/threonine kinase that requires diacylglycerol for activity (19). Subsequently, it has
been established that PKC is not a single entity, but rather a family of closely related
isoenzymes comprising at least 12 different members (20). Differences in their structure,
requirement for activity, subcellular localization, and substrate specificity suggest that in
a given cell, the various PKC isoenzymes may exert specific functions (20, 21).
Macrophages and monocytic cells express the Caz+-dependent isoenzymes a, BI,
and BII, the Ca2*-independent isoenzymes 6 and ¢, and the atypical isoenzyme & (10, 16,

22, 23). However, our current knowledge on their respective contribution to the
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regulation of macrophage function is limited and mainly concerns the regulation of nitric
oxide production. In one study, differential down-regulation of PKC isoenzymes induced
by phorbol ester treatment revealed that PKC-BII participates in LPS-induced iNOS gene
expression and nitrite production in the J774 macrophage cell line (10). More recently,
transient PKC isoenzymes transfection studies in the RAW 264.7 macrophage cell line
showed that iNOS gene expression is also regulated by PKC-¢, but in contrast to the
pathway regulated by PKC-BII, the PKC-e-dependent pathway is apparently not involved
in the LPS response (24).

Elucidation of the role of a particular PKC isoenzyme in cellular regulation is
complicated by the concomitant expression of several isoenzymes and by the lack of
isoenzyme-specific activators or inhibitors. In the present study, we have investigated the
role of PKC-a in the regulation of LPS-induced functions by overexpressing a kinase-
deficient mutant of this isoenzyme in the murine macrophage line RAW 264.7. Such
catalytically inactive mutant, which behaves as a dominant-negative molecule, acts by
competing with the corresponding endogenous isoenzyme (21, 25). Using this approach,
we obtained evidence that PKC-a activity regulates selective LPS-induced macrophage

functions involved in host defence and in inflammation.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

¢DNAs and Expression vectors. The wild type human PKC-o cDNA (26) was obtained
from the American Type Culture Collection (Rockville, MD). A dominant-negative
version of the gene, DN PKC-a (K368D), was created by site-directed mutagenesis using
the Transformer System with the mutagenic primer AD-5 (5'-
GTATGCAATCGATATCCTGAAGAAGG-3"), as described by the manufacturer
(Clontech, Palo Alto, CA). The sequence of this mutant was confirmed by sequence
analysis. Replacement of the conserved lysine residue in the ATP-binding domain yields
an enzymatically inactive trans-dominant mutant (27-29). DN PKC-o cDNA was cloned
into the EcoRI site of the expression vector pCIN-4 (30) and the resulting construct was

designated pCIN-DN PKC-a.

Cell Culture and Stable Transfections. The murine macrophage cell line RAW 264.7
(American Type Culture Collection, kindly provided by D. Oth) was cultured in a 37°C
incubator with 5% CO, in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) with glutamine
(Life Technologies Inc., ON, Canada), supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum (Hyclone, Logan, UT), 10 mM Hepes pH 7.3, and antibiotics (complete medium).
Stable transfections were performed as described (31). Transfectants were selected in
complete medium containing 500 pg/ml G418 (Life Technologies Inc.) and individual
clones were harvested, expanded, and examined for PKC-a levels by Western blot

analysis.

Western Blot Analyses. Adherent cells were washed once with phosphate-buffered saline
(PBS), homogenized in lysis buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, | mM EGTA, 1% Triton
X-100) containing protease and phosphatase inhibitors, and protein concentrations were

determined using the BCA protein assay kit (Pierce, Rockfort, IL). Total proteins (15 pg)
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were fractionated in 10% SDS-polyacrylamide gels, electroblotted onto Hybond-ECL
membranes (Amersham Life Science Inc., ON, Canada) and immunodetection was
achieved by chemiluminescence (ECL, Amersham Life Science). Anti-PKC isoenzyme
monoclonal antibodies were from Transduction Laboratories (Lexington, KY).
Phosphorylation and degradation of IkBa was analyzed with the PhosphoPlus IxkBa
(Ser32) Antibody kit from New England BioLabs (Beverly, MA), phosphorylation of the
p38 MAP kinase was determined with the PhosphoPlus p38 MAPK (Tyr182 Antibody
kit, New England Biolabs), and phosphorylation of the Jun N-terminal kinase was

analyzed with the Anti-Active JNK pAb from Promega (Madison, WI).

[H]PDBu Binding Assay. [*H]Phorbol dibutyrate (PDBu) binding was determined as
described (32). Cells plated in 24-well plates were washed twice with binding buffer
(Dulbecco's modified Eagle's medium, 1 mg/ml bovine serum albumin, 10 mM Hepes,
pH 7.0) and incubated in the presence of 10 nM [*H]PDBu (DuPont NEN, ON, Canada)
at 37°C for 30 min. Cells were then washed thrice with ice-cold phosphate-buffered
saline, lysed with 0.1 N NaOH, and bound [*H]PDBu was measured by liquid
scintillation counting. All experiments were done in triplicate determinations, in the
presence (non-specific binding) or the absence (total binding) of 10 pM unlabeled PDBu
(Sigma, St. Louis, MO). Specific binding was the difference between total binding and

non-specific binding.

Northern Blot Analyses. RNA preparation and Northern blot analysis were performed as
previously described (33), with the exception that probes were radiolabeled by random
priming (34). The TNF-a probe was the 1.5 kb Pstl fragment from pmTNF-1 (35),
provided by W. Fiers), the IL-1a probe was the 2.0 kb BamHI-HindIII fragment from
pmIL1A (36), obtained from the American Type Culture Collection), the inducible nitric
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oxide synthase (iNOS) probe was the 817bp Hincll-EcoRI fragment from piNOSL3
((37), provided by D. Radzioch).

Determination of Nitrite. Cells were incubated in the absence or presence of LPS
(Escherichia coli, strain 0127:B8, Sigma) for 18 h and the amount of nitrite released into

supernatants was determined with the Griess reagent as described (38).

Quantitation of Cytokines. Adherent cells were incubated in the absence or presence of
LPS for 18 h and the amounts of TNF-a and IL-1a in cell supernatants were determined
by ELISA. For TNF-a levels, a rat anti-mouse TNF-o monoclonal antibody and a biotin-
labeled rat anti-mouse TNF-o. monoclonal antibody (both from Cedarlane Laboratories,
ON, Canada) were used. For IL-1c, a hamster anti-mouse IL-1a monoclonal antibody
(Genzyme, Cambridge, MA), a rabbit anti-mouse IL-1a polyclonal serum (Cedarlane,
ON, Canada), and an alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG antibodies

(Calbiochem, San Diego, CA) were used.

Detection of MMP-9. Secretion of MMP-9 in cell supernatants was determined by
gelatin-zymography, as previously described (39). Briefly, aliquots from cell
supernatants were fractionated by electrophoresis in a 8% SDS-polyacrylamide gel
containing 1% gelatin (Sigma). Gels were washed to remove SDS and incubated for 18 h
at 37°C in renaturing buffer (50 mM Tris, 5 mM CaCl,, 0.02% NaN3, 1% Triton-X-100).
MMP-9 activity was visualized following staining/destaining of the gel with Coomassie
brilliant blue G-250 and was quantitated by computerized image analysis (BioRad, model

GS-670 Densitometer). Results were expressed as arbitrary scanning units.

Nuclear protein extracts and electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Adherent cells

(107 per 100 mm tissue culture dishes) were stimulated with LPS for various time points,
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washed, and scraped into 1.5 ml cold PBS. The cell suspensions were transferred to
microfuge tubes, pelleted, and the nuclear protein extracts were prepared essentially as
described (40). Protein contents were determined using the BCA protein assay kit
(Pierce, Rockfort, IL) and the extracts were stored at -70°C. EMSA were performed by
incubating *2P-labeled NF-xB consensus oligonucleotide (5'-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGG-3', obtained from Promega) with 10 pg of nuclear
extracts for 20 min at room temperature. The incubation mixture contained 3 pg poly(dI-
dC) in a binding buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl,, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM DTT,
20 mM NaCl, 4% glycerol). The DNA-protein complexes were separated from free
oligonucleotide by electrophoresis under non-denaturing conditions in 4% native
polyacrylamide gels in a buffer containing 44.5 mM Tris, 44.5 mM borate, pH 8.0 and 1
mM EDTA. The specificity of binding was determined by competition with excess

unlabeled oligonucleotide. After electrophoresis, gels were exposed to films at -70°C.
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RESULTS

Generation of DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 macrophages. Stable transfectants
from two independent populations of RAW 264.7 macrophages electroporated with
pCIN-DN PKC-a were selected in the presence of 500 pg/ml G418. Western blot
analyses were performed on three clones selected from each independent population of
transfectants to determine their PKC-a expression levels. The three clones from the first
population (clones DN PKC-a B1, C2, and D1), and one clone from the second
population (clone DN PKC-a A2) expressed immunoreactive PKC-o above endogenous
levels (not shown). To determine whether DN PKC-a overexpression had any effect on
LPS-induced responses, we measured the ability of these four DN PKC-a-overexpressing
clones to secrete nitrite in response to LPS. As shown in Table 1, LPS-induced nitrite
secretion was inhibited in the four DN PKC-a-overexpressing clones (clones DN PKC-a
B1, D1, A2, C2) with respect to the RAW 264.7 cells transfected with the empty vector.
Inhibition of LPS-induced nitrite production was likely a consequence of DN PKC-a
overexpression, as LPS-induced nitrite secretion in three clones of RAW 264.7 cells
transfected with a construct containing the wild-type murine PKC-£ cDNA (41) was
similar to that of RAW 264.7 cells transfected with the empty vector (clones PKC-C Al,
A2, B1) (Table 1).

Clone DN PKC-a A2, with a 2-fold increase in immunoreactive PKC-a levels,
and clone DN PKC-a C2, with a 10-fold increase in immunoreactive PKC-a levels
(Figure 1A), were selected for further analyses. Increased DN PKC-a levels in these
clones was also demonstrated by measuring [°’H]PDBu binding levels (42), which were
higher (1.3-fold for clone A2 and 2-fold for clone C2) than in the parental line (RAW
264.7 transfected with pCIN-4) (Figure 1B). Finally, clones A2 and C2 were similar to

the parental cells with respect to their growth characteristics and morphology (not
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shown). Of note, we were unsuccessful, despite several attempts, in generating stable
G418-resistant clones overexpressing a wild type PKC-a construct, suggesting that

elevated levels of wild type PKC-a is toxic for the RAW 264.7 cells.

Effect of PKC-a overexpression on LPS-induced TNF-a, IL-1a, and iNOS gene
expression. Exposure of macrophages to LPS induces TNF-a, IL-1a, and iNOS mRNA
accumulation. To assess the contribution of PKC-a in this process, we determined the
levels of TNF-q, IL-1a, and iNOS mRNA in RAW 264.7 control cells (transfected with
the empty vector) and in the DN PKC-a-overexpressing clones A2 and C2 after LPS
stimulation (10 ng/ml and 100 ng/ml) for 6 h. In control RAW 264.7 cells, LPS induced
the expression of these three genes in a dose-dependent manner (Figure 2, lanes 1-3).

DN PKC-a overexpression had a minor inhibitory effect on the induction of TNF-a.
mRNA accumulation (20 to 25% reduction in clone A2 and 45% to 55% in clone C2 with
respect to control cells) (Figure 2, top panel). In contrast, LPS-induced I[L-1ao mRNA
accumulation was reduced by 50 to 70% in clone A2 (Figure 2, second panel, lanes 5 and
6) with respect to control cells (lanes 2 and 3), and abolished in clone C2 (lanes 8 and 9).
Finally, iNOS mRNA accumulation was reduced by 50% to 60% in clones A2 (Figure 2,
third panel, lanes 5 and 6) and by 65% to 75% in clone C2 (lanes 8 and 9) with respect to
iNOS mRNA levels present in control cells (lanes 2 and 3). This inhibition can be

correlated with DN PKC-a expression levels.

Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-stimulated cytokine and nitrite production.
We next compared the ability of control RAW 264.7 cells and clones A2 and C2, to
produce TNF-q, IL-1q, and nitrite. In the presence of 10 ng/ml and 100 ng/ml LPS,
RAW 264.7 cells secreted high levels of TNF-a, [L-1a, and nitrite in a dose-dependent
manner (Figure 3A, B, C). Secretion of immunoreactive TNF-o (Figure 3A) by clone A2
was similar to that of RAW 264.7 cells and was reduced by 40% to 50% in clone C2.
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Similarly, secretion of TNF-a was reduced by 55% in clone B1 and by 40% in clone D1
in response to 100 ng/ml LPS (data not shown). Consistent with the inhibition of IL-1c
mRNA accumulation, clones A2 and C2 failed to produce significant IL-1a levels in
response to 10 ng/ml LPS (Figure 3B). At 100 ng/ml LPS, IL-1a secretion was slightly
increased for clone A2 and was barely above basal levels for clone C2. Similar results
were obtained with clones B1 and D1, both of which failed to secrete IL-1a in response
to 100 ng/ml LPS (data not shown). Nitrite secretion (Figure 3C) was reduced by
approximately 60% to 70% for clone A2, and by 80% to 90% for clone C2 with respect
to RAW 264.7 cells. Thus, DN PKC-a overexpression had a major inhibitory effect on

LPS-induced IL-1a and NO production.

Overexpression of DN PKC-a enhances LPS-stimulated MMP-9 secretion. In addition to
inflammatory cytokines and nitrite, LPS stimulates macrophages to secrete various
hydrolases, including the matrix metalloproteinase MMP-9 (43). Based on data obtained
with PKC inhibitors, it has been proposed thai PKC exerts both positive and negative
regulation on LPS-induced MMP-9 secretion in macrophages (39). To determine the role
of PKC-a in this process, we measured the secretion of MMP-9 in the supernatants of
control cells and of clones A2 and C2 after stimulation with either 10 ng/ml or 100 ng/ml
LPS for 24 h. As shown in Figure 4, MMP-9 levels were significantly higher in the
supernatants of clones A2 (2-fold, lanes 7-10) and C2 (4-fold, lanes 12-15) than in the
supernatants of normal cells (lanes 2-5). Of note, the reduced MMP-9 secretion by
normal cells stimulated with 100 ng/ml LPS (lanes 4 and 5) was not observed with clones
A2 (lanes 9 and 10) and C2 (lanes 14 and 15). Thus, increased LPS-stimulated MMP-9
secretion in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells suggests that PKC-a

negatively regulates MMP-9 secretion.

54



Phosphorylation and degradation of IxBa and nuclear translocation of NF«kB are
normal in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells. Treatment of macrophages with
LPS rapidly induces the dissociation of NF-Bk from IkB and its translocation to the
nucleus where it binds to specific DNA sequences (14, 44). This process is initiated with
IkB phosphorylation by the IxB kinase, IKK-a, on specific serine residues (45, 46),
followed by its ubiquitination and degradation. To investigate whether DN PKC-a
overexpression affected this pathway, we measured the kinetics of LPS-induced IxkBa
phosphorylation and degradation by immunoblotting analysis. In both control cells
(Figure 5A, lanes 1 to 5) and clone C2 (lanes 6 to 10), IkBa phosphorylation was
maximal within 10 to 20 min following the addition of LPS. Decline in phosphorylated
IxBa levels was observed between 20 to 30 min post-stimulation. Kinetics of [kBa
degradation were also similar in control cells (Figure 5B, lanes 1 to 5) and in clone C2
(lanes 6 to 10), with a sharp decline occurring between 10 to 20 min after LPS
stimulation. Consistently, the kinetics of NF-kB nuclear translocation were similar in
LPS-stimulated control cells and in clone C2 as determined by electrophoretic mobility
shift assay (Figure 6). Similar to clone C2, both clones B1 and D1 showed normal
kinetics of LPS-induced NF-kB nuclear translocation (data not shown). Thus, DN PKC-
a overexpression did not interfere with LPS-induced IkBa phosphorylation and

degradation and with NF«kB nuclear translocation in RAW 264.7 cells.

LPS§-stimulated phosphorylation of p38 MAP kinase and JNK is normal in DN PKC-a-
overexpressing RAW 264.7 cells. LPS induces the signaling pathways leading to the
activation of the mitogen-activated protein kinases (MAPK) ERK1/2, p38, and JNK (47-
51). Since LPS-induced p38 and JNK activation is required for the expression of IL-1
and TNF-a (48, 52), we have determined whether these pathways were affected by DN
PKC-a overexpression. To this end, we have measured the kinetics of LPS-induced

phosphorylation of JNK and p38 by immunoblot analyses. In both control cells and
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clone C2, JNK phosphorylation (Figure 7A) was detectable at 10 min post-stimulation
and reached a maximum at 30 min. Similarly, p38, phosphorylation was detectable in
both control cells and clone C2 at 15 minutes post-stimulation, reached a peak at 30 min,
and was still detectable at 60 min (Figure 7B). Thus, LPS-induced phosphorylation of
p38 and JNK was not inhibited by DN PKC-a overexpression.
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DISCUSSION

A role for PKC in the regulation of LPS-inducible events in macrophages has
been suggested from the observations that exposure of macrophages to LPS activates
PKC (9-16) and that pre-treatment of macrophages with either PKC inhibitors or phorbol
esters inhibits LPS-induced TNF-a, IL-1, and MMP-9 secretion, NO production, and
tumoricidal activity (9, 13, 17, 18, 39). However, our knowledge on the contribution of
particular isoenzymes in the regulation of specific macrophage functions is limited and
relies mainly on indirect evidence. The present study was aimed at investigating the role
of PKC-a in the regulation of LPS-induced macrophage functions. To this end, we have
stably overexpressed a dominant-negative mutant of this isoenzyme in the murine
macrophage line RAW 264.7. Our main finding is that overexpression of DN PKC-o
had selective effects on LPS-initiated signal transduction, suggesting that PKC-a activity
is required for the modulation of specific macrophage function by LPS. In particular, IL-

la and NO production were significantly inhibited in DN PKC-a-overexpressing cells.

Previous studies on the iNOS gene revealed that at least two PKC isoenzymes
regulate its expression. Based on the differential down-regulation of PKC isoenzymes by
phorbol esters, it has been suggested that PKC-BII may participate in LPS-induced iNOS
gene expression and nitrite production (10). More recently, transient transfection studies
in RAW 264.7 cells provided evidence that PKC-¢ regulates a pathway that promotes
INOS gene expression in response to phorbol esters (24). Interestingly, this PKC-¢-
dependent pathway is apparently not involved in the LPS response. Our finding that DN
PKC-a overexpression inhibited LPS-induced nitrite secretion and reduced iNOS mRNA
accumulation indicated that PKC-a also regulates NO production. Collectively, these
observations raise the possibility that iNOS expression is regulated by multiple PKC-

dependent pathways, which may be activated by distinct stimuli. Considering the
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multiple levels of regulation for iNOS expression (53, 54), it is conceivable that
particular PKC isoenzymes act at distinct steps along the intracellular cascades leading to

NO production.

The regulation of IL-1a and TNF-a production in macrophages by particular
PKC isoenzymes is not well known. Kovacs et al (17) previously reported that
preincubation of murine peritoneal macrophages with the PKC inhibitor H7 reduced in a
dose-dependent manner the expression of IL-1a mRNA after stimulation with LPS. The
potent inhibition of LPS-induced IL-1ao mRNA accumulation in cells overexpressing DN
PKC-a suggests that PKC-a is one of the PKC isoenzymes that regulate IL-1o gene
expression. The effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced TNF-a production
was less important as TNF-a protein secretion and TNF-ao mRNA accumulation were
reduced by approximately 50% in clone C2, which expresses the highest levels of DN
PKC-a. Thus, based on the previous demonstration that H7 potently inhibited LPS-
induced TNF-a gene expression in murine macrophages (17), our data suggest that PKC

isoenzyme(s) other than PKC-a regulate LPS-induced TNF-a expression.

Macrophages secrete various matrix metalloproteinases whose function is the
remodelling of extracellular matrices (55). Expression of MMP-9 (43) in RAW 264.7
cells is inducible by LPS and is subjected to both positive and negative regulation by
PKC (39). It was thus of interest to determine whether overexpression of DN PKC-a
would affect MMP-9 production. In contrast to IL-1a, TNF-a, and nitrite secretion, we
found that LPS-induced MMP-9 secretion was significantly enhanced in DN PKC-a-
overexpressing cells. This observation suggests that PKC-a. is one of the isoenzyme that
negatively regulates LPS-stimulated MMP-9 expression. Negative regulation of gene
expression by particular PKC isoenzymes has been recently described in the mast cell

line RBL-2H3, where overexpression of either PKC-a or PKC-¢ specifically and
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effectively inhibited receptor-dependent cytosolic phospholipase A; activity and
arachidonic acid metabolite release (56). Importantly, up-regulation of MMP-9
production demonstrates that DN PKC-a overexpression did not inhibit all LPS

responses in RAW 264.7 cells.

NF-«B, an ubiquitous transcription factor, is one of the major intracellular
mediators of LPS-induced responses (14, 44). In resting cells, dimeric NF-kB are
complexed to a member of the IkB family of inhibitory proteins which masks the NF-xB
nuclear localization signal. Upon cell stimulation, IxB is phosphorylated on specific
serine residues by IKK-a (45, 46), ubiquitinated, and proteolytically degraded, allowing
NF-«B dimers to translocate to the nucleus and bind to consensus DNA sequences (44).
A role for PKC in the regulation of NF-kB activation pathway has been evidenced by the
demonstration that PKC-{ associates with an IkBa kinase activity and that
overexpression of a dominant-negative mutant of PKC-{ blocked NF-«B activation (57-
59). Since LPS-induced IxBa phosphorylation and degradation and NF-kB activation
take place normally in DN PKC-a-overexpressing clones, it is likely that PKC-a is not
involved in the activation of this pathway. Considering that NF-xB plays an important
role in the transcriptional activation of TNF-a gene expression (14), this suggestion
would be consistent with the minor effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced
TNF-a expression. Regarding the regulation of iNOS expression, there is evidence that
activation of NF-«B alone is not sufficient for its induction. Indeed, while LPS can
activate NF-kB in macrophages derived from either LPS-responsive or LPS-
hyporesponsive mice, induction of iNOS or TNF-a takes place only in macrophages from
LPS-responsive mice (60). Recently, Xie (61) identified a novel LPS-response element
(LREa4) within the iNOS promoter which may work in concert with NF-xB in regulating
transcriptional activation. It will thus be of interest to determine whether a LREa-

binding activity is induced in our DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells. In
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contrast to the IL-1P promoter region, very little is known on the regulatory elements
present upstream the IL-1c gene. A recent analysis of the human IL-1a promoter region
failed to demonstrate the presence of an NF-kB binding site but revealed the presence of
a LPS-inducible AP-1 binding site (62), indicating that NF-kB does not participate in the
transcriptional activation of IL-1a.. This finding is consistent with the previous report
that macrophages from mice lacking the p50 subunit of NF-kB were normal with respect
to their ability to produce IL-1a in response to LPS (63). Therefore, identification of the
defective LPS-inducible transcriptional activator(s) in our DN PKC-o overexpressing
RAW 264.7 clones will undoubtedly contribute to our knowledge on the regulation of IL-

la expression.

The observation that LPS-induced p38 and JNK phosphorylation takes place normally in
our DN PKC-a-overexpressing clones suggests that activation of these MAP kinase
pathways do not require PKC-a activity. Moreover, this data provides additional
evidence that DN PKC-o overexpression did not cause a generalized impairment of LPS-
induced responses in RAW 264.7 cells. Further studies are thus required to elucidate the
identity of the LPS-induced pathway(s) and transcription factors regulated by PKC-o.. In
this regards, LPS activates the Raf-1/MAP kinase pathway in macrophages and evidence
was provided that Raf-1 may participate in the induction of IL-1f and TNF-a gene
expression (50, 51, 64). Studies on the mechanisms of Raf-1 activation in both COS and
NIH 3T3 cells revealed that diacylglycerolF_regulated PKC isoenzymes, including PKC-a,
are activators of Raf-1 in vivo (65, 66). It will be of interest to verify whether PKC-t is

required for Raf-1 activation in LPS-stimulated macrophages.
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FIGURE LEGENDS

Figurel.  Overexpression of DN PKC-a in the RAW 264.7 macrophage line. (4) The
levels of immunoreactive PKC-a. protein in RAW 264.7 cells transfected with the empty
vector (control cells, lane 1), or with the pCIN-DN PKC-a (clone A2, lane 2; clone C2, lane 3)
were determined by Western blot analysis on total cell extracts, as described under
Experimental Procedures. (B) ["H]PDBu binding levels were determined in intact adherent
cells as described under Experimental Procedures and normalized for protein levels. Control
cells (lane 1), clone A2 (lane 2), and clone C2 (lane 3). This experiment was performed in

triplicates and was repeated twice with similar results.

Figure 2.  Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced TNF-a., IL-a and iNOS
mRNA accumulation. Adherent cells (vector alone, clone A2, and clone C2) were incubated in
the absence (lanes 1, 4, 7) or in the presence of either 10 ng/ml (lanes 2, 5, 8) or 100 ng/ml
(lanes 3, 6, 9) LPS for 6 h. Total RNA was extracted and Northern blot analysis was
performed as described under Experimental Procedures. Top panel, TNF-oo mRNA; second
panel, IL-1a mRNA; third panel, iNOS mRNA. RNA integrity and loading was assessed by
ethidium bromide staining (bottom panel). Similar results were obtained in a separate

experiment.

Figure 3.  Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced secretion of TNF-a, IL-1a,
and nitrite. Adherent cells (vector alone, open bars; clone A2, hatched bars; and clone C2,
closed bars) were incubated in the absence or in the presence of either 10 ng/ml or 100 ng/ml
LPS for 18 h. Levels of TNF-a (4), IL-1a (B), and nitrite (C) in cell supernatants were
detemined as described under Experimental Procedures. Each determination were in triplicate

and are representative of results obtained in four experiments.
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Figure 4. DN PKC-o overexpression up-regulates LPS-induced MMP-9 secretion.
Adherent cells (vector alone, lanes 1-5; clone A2, lanes 6-10; and clone C2, lanes 11-15) were
incubated in the absence (lanes 1, 6, 11) or in the presence of either 10 ng/ml (lanes 2, 3, 7, 8,
12, 13) or 100 ng/ml LPS (lanes 4, 5, 9, 10, 14, 15) for 18 h. MMP-9 activity was assessed by
zymography as described under Experimental Procedures. The data shown in this Figure are

representative of two separate experiments.

FigureS.  Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced IkBa. phosphorylation and
degradation. Adherent cells (vector alone, lanes 1-5; and clone C2, lanes 6-10) were incubated
in the presence of 100 ng/ml LPS for 5, 10, 20, and 30 min. Cells extracts were prepared and
the levels of phosphorylated IkBa (top panel) and IkBa. (lower panel) were determined by
Western blot analysis as described under Experimental Procedures. Similar results were

obtained in a separate experiment.

Figure 6.  Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced NF-kB activation.
Adbherent cells (vector alone, lanes 1-3; and clone C2, lanes 4-6) were incubated in the
presence of 100 ng/ml LPS for 15 and 30 min. Cell extracts were prepared and EMSA for NF-
kB were performed as described under Experimental Procedures. In lane 7, 50-fold excess
cold probe was coincubated with the reaction mixture containing nuclear extracts from control
cells incubated with LPS for 30 min prior to EMSA. Similar results were obtained in four
different experiments.

Figure 7.  Effect of PKC-a overexpression on LPS-induced JNK and p38 phosphorylation.
Adherent cells (vector alone and clone C2) were incubated with 100 ng/ml LPS for the
indicated time points. Cell extracts were prepared and Western blot analyses were performed
as described under Experimental Procedures. (4) Levels of phosphorylated (top panel) and
total (bottom panel) JNK. (B) Levels of phosphorylated (top panel) and total (bottom panel)
p38.
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Table 1

DN PKC-a inhibits LPS-induced nitrite secretion

Adherent cells (2.5 x 10° per well) were incubated in the absence or the presence of either 10 ng/ml or
100 ng/ml LPS for 18 h. Nitrite levels were measured as described under Experimental Procedures.
In Experiment 1, clones of RAW 264.7 cells overexpressing DN PKC-a were compared to RAW
264.7 cells transfected with the empty vector (pCIN-4) for nitrite production. In Experiment 2, clones
of RAW 264.7 cells transfected with a PKC- construct were compared to RAW 264.7 cells
transfected with the empty vector.

Cells Treatment (ng/ml LPS)
0 10 100
Nitrite (uM)®

Expt. 1

pCIN-4 2.1£05 445+2.8 480+24
DN PKC-a A2 30+ 06 123£1.0 17.5+£3.2
DN PKC-a C2 2.1£0.1 50+0.8 8.1+0.9
DN PKC-a B1 23+£02 5.0£0.6 8.1+£1.9
DN PKC-a D1 1.7+ 0.1 10.6 £ 0.5 156+3.6
Expt. 2

pCIN-4 29+0.7 145+£43 194+25
PKCC Al 32+£0.2 156+1.9 204+£52
PKC{ A2 30+0.5 104+1.1 174+£29
PKC ¢ B1 32+£02 11.8+1.2 19.1+1.4

® These values represent the mean + SE of one experiment performed in triplicate samples
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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RESUME DE LA SECONDE PUBLICATION

Nous avions précédemment démontré que la surexpression d’un dominant-négatif de la
PKC-a dans la lignée de macrophages RAW 264.7 inhibait I’expression d’IL-1a, iNOS
et COX-2 induite par le LPS. Cette inhibition n’était pas due a un défaut relié a la
translocation nucléaire du NF-«xB, suggérant que la PKC-a régule d’autres facteurs de
transcription dont I’activité serait induite par le LPS. Dans cette étude, nous avons
investigué le role de la PKC-a dans I'activation induite par le LPS d’AP-1 et du NF-IL-6.
Les gels électrophorétiques de mobilité a décalage et les transfections transitoires avec le
géne rapporteur luciférase ont révélé que I’activation d’ AP-1 induite par le LPS était
normale dans les clones DN PKC-a Par contre, I’activité transcriptionnelle du NF-IL6
était inhibée dans les clones DN PKC-a., ce qui corellait avec une translocation nucléaire
défectueuse. A I’inverse, la surexpression de la forme sauvage ou d’un mutant
constitutivement actif de la PKC-o augmentait de fagon significative I’ activité du NF-
IL6. Et finalement, I’expression induite par le LPS des génes IL-1P et G-CSF, qui est
sous le contr6le du facteur NF-IL6, était fortement diminuée dans les clones DN PKC-a.
Pris dans leur ensemble, ces résultats suggérent que la régulation de I’activité du NF-116

soit un des mécanismes par lequel PKC-a régule I’expression de génes induit par le LPS.

Contribution des auteurs :

Frédéric Chano : Totalité des travaux. Rédaction du manuscrit;

Albert Descoteaux : Directeur de F. Chano. Révision et édition du manuscrit.
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Summary

We have previously shown that overexpression of a dominant-negative (DN) mutant of
PKC-a in RAW 264.7 macrophages inhibited LPS-induced IL-1a, iNOS, and COX-2
expression. This inhibition was not related to defective NF-kB nuclear translocation,
suggesting that PKC-o might be involved in the modulation of other LPS-inducible
transcription factors. In the present study, we have investigated the impact of PKC-a
on the activation of AP-1 and NF-IL6 in LPS-treated RAW 264.7 macrophages.
Electrophoretic mobility shift assays and luciferase reporter constructs revealed that
LPS-induced AP-1 transcriptional activity was normal in DN PKC-a-overexpressing
RAW 264.7 cells. In contrast, LPS-induced DNA-binding and transcriptional
activities of NF-IL6 were inhibited in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells,
and correlated with an impairment of NF-IL6 nuclear translocation. Conversely,
overexpression of either wild type PKC-a or a constitutively active PKC-a mutant
significantly enhanced LPS-stimulated NF-IL6-dependent promoter activity. Finally,
LPS-induced expression of two genes regulated by NF-IL6, namely IL-1p and G-CSF,
was impaired in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells. Taken together, these
results suggest that regulation of NF-IL6 activity constitutes one of the mechanisms by
which PKC-a modulates LPS-induced gene expression in the mouse macrophage cell

line RAW 264.7.
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1 INTRODUCTION

Bacterial LPS induces profound functional alterations in macrophages, including the
secretion of proinflammatory cytokines, prostaglandins, and nitric oxide. Binding of LPS
to the cell surface CD14/MD-2/Toll-like receptor (TLR) 4 receptor complex triggers
multiple phosphorylation cascades involving both protein tyrosine and serine/threonine
kinases, which regulate the transcriptional activation of LPS-responsive genes [1].
Recent studies revealed that activation of TLR4 involves the recruitment of the adaptor
proteins MyD88 and TIRAP to the cytoplasmic domain of TLR4, leading to the
downstream activation of two distinct signaling pathways [2]. MyD88-dependent
signaling leads to the activation of IRAK, whereas TIRAP-dependent signaling involves
PKR [2, 3]. Both TLR4-induced signaling pathways lead to the activation NF-xB, as

well as p38 and c-Jun N-terminal kinase (JNK) [2].

Several observations indicate that members of the protein kinase C (PKC) superfamily of
protein serine/threonine kinases play a role in the modulation of LPS-induced responses.
Incubation of macrophages with LPS induces PKC activity [4-9], and PKC inhibitors
block the expression of several LPS responses [6, 10, 11]. At least six members of the
PKC family are expressed in macrophages and recent studies have addressed their
respective role in modulating LPS responses [12-17]. We have previously investigated
the role of PKC-a in LPS-induced responses using clones of the RAW 264.7 macrophage

cell line overexpressing a dominant-negative mutant of this isoenzyme (DN PKC-a). We
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obtained evidence that PKC-a modulates LPS-induced iNOS, IL-1o and COX-2
expression independently of NF-«kB nuclear translocation, as well as of p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK), JNK and extracellular signal-regulated kinase 1/2
(ERK1/2) phosphorylation [12, 15, 18]. These observations suggested that PKC-o. might

be involved in the modulation of other LPS-inducible transcription factor(s).

To further understand the mechanism(s) by which PKC-o modulates LPS-induced
responses, we investigated the activity of LPS-induced transcription factors. Our data
indicates that in the mouse macrophage cell line RAW 264.7, PKC-o plays a role in the
induction of NF-IL6 activation by LPS, which may participate in LPS-induced IL-1p,

COX-2 and G-CSF gene expression.
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2 Results

We previously reported that LPS-induced NF-kB nuclear translocation takes place
normally in DN PKC-a-overexpressing macrophages [12], suggesting that the inhibition
of LPS-induced IL-1a, iNOS, and COX-2 expression observed in DN PKC-a-
overexpressing macrophages [12, 15] is related to the defective activation of transcription
factor(s) other than NF-kB. To further elucidate the role of PKC-a. in the modulation of
LPS responses, we have investigated its impact on the activation of AP-1 and NF-IL6,

which are involved in the regulation of LPS-inducible genes.

2.1 LPS-induced nuclear translocation and activity of AP-1 do not require PKC-a

in RAW 264.7 macrophages.

The AP-1 complex consists of either a homodimer of Jun family members or a
heterodimer of Jun and Fos family members of transcription factors [19] and is rapidly
activated by LPS in mononuclear cells [1]. AP-1 consensus sequences are present within
the promoter region of numerous LPS-inducible genes including IL-1c and iNOS [1, 20].
We first compared AP-1 DNA binding activity by electrophoretic mobility shift assay
(EMSA) in normal and DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells stimulated with 100
ng/ml LPS for 1, 3, and 4 h. As shown in Figure 1A, induction of AP-1 complexes DNA
binding activity took place with similar kinetics in both normal (lanes 1-4) and DN PKC-
o-overexpressing (clone C2) (lanes 5-8) macrophages. Similar results were obtained with

other DN PKC-a-overexpressing clones (data not shown). We next transfected normal
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and DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells (clones B1 and C2) with an AP-1
luciferase reporter construct [21], and we quantified luciferase activity following a 6 h
incubation in the absence (open bars) or presence (closed bars) of 100 ng/ml LPS. As
shown in Figure 1B, LPS induced a significant increase in AP-1-dependent luciferase
activity in both normal and DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 macrophages. These
results suggest that PKC-a is not required for the activation of AP-1 DNA binding and

transcriptional activities in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.

2.2 PKC-a modulates LPS-induced NF-IL6 activation in RAW 264.7 macrophages.

NF-ILG6, also known as C/EBPg, is a member of the CCA AT/enhancer-binding protein
(C/EBP) family of leucine zipper transcription factors [22]. In monocytes/ macrophages,
NF-IL6 mediates LPS responses and regulates the expression of a variety of genes
involved in host defense and inflammation including IL-1, IL-6, IL-12, G-CSF, COX-2,
and iNOS [1, 22, 23]. Phosphorylation of NF-IL6 on Ser-105, which involves PKC
activity, enhances its DNA binding activity and transcriptional activity in HepG2 cells
[24]. To assess whether a defective activation of NF-IL6 could have accounted for the
inhibition of LPS-induced gene expression in DN PKC-a-overexpressing macrophages
[12, 15], we first compared NF-IL6 DNA-binding activity by EMSA in normal
(transfected with the empty vector) and DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells
incubated in the absence or presence of 100 ng/ml LPS for 1, 3, and 4 h. In normal RAW
264.7 macrophages, LPS induced a rapid and sustained NF-IL6 DNA-binding activity for

up to 4 hours (Fig. 2A, lanes 1-4). In contrast, LPS-induced NF-IL6 DNA-binding
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activity was minimal in DN PKC-a-overexpressing macrophages (clone C2) (Fig. 2A,
lanes 5-8). Similar results were obtained with other'normal (transfected with vector) and
DN PKC-a-overexpressing clones (data not shown). We next transfected normal and DN
PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells with a NF-IL6 luciferase reporter PKC-a
construct [25] and quantified luciferase activity following a 12 h incubation in the
absence (open bars) or presence (closed bars) of 100 ng/ml LPS. This NF-IL6 luciferase
reporter construct contains the C/EBPf site from the human ICAM-1 promoter [25]. As
shown in Figure 2B, LPS induced a three to four-fold increase in NF-IL6-dependent
luciferase activity in normal RAW 264.7 cells. In DN PKC-a-overexpressing cells, LPS-
induced NF-IL6-dependent luciferase activity was increased by two-fold in clone A2, and
was barely over basal levels in clones B1 and C2 (Fig. 2B). Inhibition of LPS-induced
NF-IL6 DNA-binding and transcriptional activities was not the consequence of a reduced
synthesis of NF-IL6, as Western blot analyses on total cellular extracts revealed that
normal and DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 macrophages (clones B1 and C2)
expressed similar levels of NF-IL6 in response to LPS (Fig. 4A, upper panel). LPS-
induced levels of C/EBPJ, another membrer of the ¢/EBP family which can form
heterodimers with NF-IL6 to regulate gene expression [26], were also similar in normal
and DN PKC-a-overexpressing cells (Fig. 4A, lower panel). However, Western blot
analyses on nuclear extracts revealed that nuclear translocation of NF-IL6, but not

c/EBP9, was impaired in LPS-stimulated DN PKC-a-overexpressing cells (Fig 4B).

To further assess the role of PKC-a in LPS-induced NF-IL6-dependent gene

expression, we co-transfected normal RAW 264.7 macrophages with either a wild type
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PKC-a expression vector, a constitutively active (CA) PKC-o (A25E), or the control
vector, along with the NF-IL6 luciferase reporter construct. As shown in Figure 3,
overexpression of wild type PKC-a significantly increased LPS-induced NF-IL6-
dependent luciferase activity with respect to control transfections (1.4-fold).
Overexpression of CA PKC-a (A25E) significantly increased both the basal and the LPS-
induced NF-IL6-dependent luciferase activity with respect to control transfections (2.2-
and 2-fold, respectively). These data strongly suggest that PKC-o might play a role in the

activation of NF-IL6 by LPS in RAW 264.7 macrophages.

2.3 Inhibition of LPS-induced IL-1p and G-CSF mRNA accumulation in DN PKC-
o-overexpressing macrophages.

We have previously shown that PKC-a plays a role in the modulation of IL-1a, iNOS,
and COX-2 expression in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages [12, 15]. To further
assess the contribution of PKC-a in the modulation of genes whose expression requires
NF-IL6, we compared the levels of IL-1p and G-CSF mRNA in normal and DN PKC-a-
overexpressing RAW 264.7 cells (clones A2, B1, and C2) after stimulation with 10 ng/ml
LPS. As shown in Figure 5A, LPS-induced IL-1 mRNA accumulation, which was
maximal at 9 h post-stimulation in normal macrophages (transfected with empty vector)
(lanes 2, 3, and 5, 6), was barely detectable in DN PKC-a-overexpresssing macrophages
(lanes 8, 9, 11, 12, 14, 15). Similarly, LPS-induced G-CSF mRNA accumulation was
significantly impaired in DN PKC-a-overexpressing macrophages (Fig. 5B, lanes 8, 9,
11, 12, 14, 15) with respect to the RAW 264.7 cells transfected with the empty vector

(lanes 2, 3, and 5, 6).
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3 Discussion

We previously showed that overexpression of DN PKC-oe in RAW 264.7 macrophages
inhibited LPS-induced iNOS, IL-1a and COX-2 expression, indicating that PKC-a
participates in the regulation of macrophage genes which contribute to inflammatory
responses [12, 15]. In the present study, we have investigated the underlying mechanism
responsible for the inhibitory effect of DN PKC-a-overexpression on LPS-induced gene
expression. Using a combination of EMSAS, and transient transfections, we obtained
data indicating that PKC-a plays a role in the regulation of LPS-induced NF-IL6

activation in RAW 264.7 macrophages.

NF-IL6 (or C/EBPf3), a member of the CCA AT/enhancer-binding protein family, was
originally identified as a nuclear factor binding to IL-1-responsive elements in the
promoter of IL-6 and several acute phase response genes [22, 27]. Accumulating
evidence indicates that NF-IL6 is an important, if not essential, mediator of immune and
inflammatory responses in macrophages, as it regulates the expression of several genes
including G-CSF, COX-2, iNOS, IL-12, and IL-1 [23, 28-33]. Our finding that PKC-o
modulates LPS-induced NF-IL6 activation raises the possibility that defective activation
of NF-IL6 contributes to the inhibition of LPS-induced expression of these genes in DN
PKC-o-overexpressing RAW 264.7 macrophages ([12, 15] and this study). There is
currently little information concerning the pathway(s) leading to NF-IL6 activation. In
NIH 3T3 cells NF-IL6 activity is regulated through phosphorylation at Thr 235 by

mitogen-activated protein kinases in response to activated ras [34]. In addition to Thr
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235, studies in the rat hepatoma cell line HepG2 showed that activation of PKC-a
increased NF-IL6 activity through the phosphorylation of Ser 105 [24]. Since PKC does
not phosphorylate Ser 105 on NF-IL6 in vitro, this effect of PKC-a. is likely to be indirect
[35]. One way by which PKC-a could modulate the phosphorylation of NF-IL6 could be
through the activation of Raf-1, as it has been established that PKC-a directly activates
Raf-1 [36]. Alternatively, PKC-mediated phosphorylation and activation of NF-IL6
could involve the p90 ribosomal S6 kinase, which is downstream of activated PKC [37].
However, in macrophages, there is no available data that LPS induces NF-IL6
phosphorylation. In this regard, Caivano and colleagues [26] were unable to detect NF-

IL6 phosphorylation taking place following LPS stimulation of macrophages.

The observation that NF-IL6 nuclear translocation is impaired in DN PKC-o-
overexpressing RAW 264.7 cells raises the possibility is that PKC-a is involved in the
regulation of this process. Nuclear protein import is a complex and highly regulated
process which involves recognition of nuclear localization sequences by cytosolic
receptors of the importin/karyopherin superfamily [38]. Recognition of nuclear
localization sequence-containing proteins is followed by their docking at the cytoplasmic
side of the nuclear pore complex, and their subsequent translocation and release into the
nucleus [38]. The mechanisms underlying recognition of c/EBP proteins nuclear
localization signals [39] and their nuclear translocation are poorly understood. Of
interest, a mutated NF-IL6 lacking its nuclear localization sequence can be translocated to
the nucleus when co-expressed with c/EBPo, indicating that a single nuclear localization

sequence is sufficient to promote nuclear transport of a bZIP dimer [39]. This
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observation raises the possibility that in response to LPS, NF-IL6 is transported to the
nucleus in association with a protein which is phosphorylated by PKC-a.. Clearly, the
mechanism(s) by which PKC-a modulates LPS-induced NF-IL6 activation in RAW
264.7 cells remains speculative, as additional studies will be required to elucidate the

regulation of NF-IL6 activation in LPS-stimulated macrophages.

Previous studies based on pharmacological inhibitors indicated a role for PKC in
regulating the expression of several LPS responses [6, 10, 11]. More recently, it has been
shown that PKC-BI, PKC-6, and PKC-¢ are required for LPS-induced responses,
including iNOS, TNF-a, and IL-1p expression [13, 17]. However, in contrast to PKC-a
which acts through the regulation of NF-IL6 activity (this study), PKC-BI and PKC-
modulate LPS-induced iNOS expression by regulating NF-kB activation [13]. PKC-¢
appears to play a major role in macrophage biology, since several LPS-activated signaling
pathways, involving NF-xB, ERK MAP kinases, and p38 MAP kinase, are impaired in
PKC-e-deficient macrophages [17]. Taken together, these data support the notion that in
a macrophage, individual PKC isoenzymes contribute to the regulation of LPS-induced

responses by modulating specific signaling and transcriptional events.
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4 Materials and methods

4.1 Cell culture

Normal (transfected with vector) and DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells
(clones A2, B1, C2) [12] were cultured in a 37°C incubator with 5% CO, in DMEM with
glutamine (Life Technologies Inc., ON, Canada), supplemented with 10% heat-
inactivated FCS (Hyclone, Logan, UT), 10 mM HEPES pH 7.3, and antibiotics (complete

medium). G418 was added at a concentration of 250 pg/ml.

4.2 Nuclear protein extracts and EMSAs

Adherent macrophages ( 10’ per 100-mm tissue culture dish) were stimulated with 100
ng/ml LPS (E. coli, strain 0127:B8, Sigma, St-Louis, MO, USA) for the indicated time
points, washed, and scraped into 1.5 ml of cold PBS. The cell suspensions were
transferred to microcentrufuge tubes, pelleted, and the nuclear protein extracts were
prepared essentially as described [12, 40]. Protein concentrations were determined using
the BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA) and the extracts were aliquoted
and stored at ~80°C prior to being used. EMSA were performed with *2P-labeled double-
stranded oligonucleotide probes representing the consensus sequences of the following
transcription factors: AP-1 (5’-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3’) and NF-IL6 (5°-
TGCAGATTGCGCAATCTGCA-3’). For NF-IL6, the *2P-labeled oligonucleotide

probes were incubated at room temperature for 20 min with 6 pg of nuclear protein
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extracts. For AP-1, the **P-labeled oligonucleotide probe was incubated at 4°C for 2 h
with 3 pug of nuclear protein extracts. Composition of the binding buffers, which
contained 1 pg of poly dIdC per 3 pg of nuclear protein extracts, was as described: NF-
IL6 [41] and AP-1 [20]. The DNA-protein complexes were resolved in 6 % native
polyacrylamide gels in a buffer containing 44 mM Tris-HCl, 44 mM borate and 1 mM
EDTA. The specificity of binding was determined by competition with 50-fold excess
unlabeled oligonucleotides. After electrophoresis, the gels were exposed to films at —

80°C.

4.3 Western blot analyses

Western blot analyses were performed as previously described [12], with the exception
that cellular extracts were sonicated to obtain nuclear proteins. Nuclear extracts were
prepared essentially as described [26]. Rabbit anti-mouse C/EBPB and C/EBPS

polyclonal antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

4.4 Transient transfections and luciferase assays

The NF-IL6 luciferase reporter construct was kindly provided by Dr. J. M. Stark
(Children's Hospital Medical Center, Cincinnati, OH) [25]. The AP-1 luciferase reporter
construct was kindly provided by Dr. M. W. Anders (University of Rochester, Rochester,
NY) [21]. The pCMV/PKC-a expression vector was constructed by cloning the wild

type human PKC-a cDNA ([42], purchased from the American Type Culture Collection)
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into the HindIll-Xbal sites of the expression vector pRc/CMV (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). The constitutively active (CA) PKC-a (A25E) expression vector was kindly
provided by Dr. G. Baier (University of Innsbruck, Austria) [43]. All plasmids were
prepared using Endofree Plasmid Extraction Kit from Qiagen (Mississaugua, ON,
Canada). For transient transfections with the AP-1 and NF-IL6 luciferase reporter
constructs, adherent cells were transfected with 0.15 to 0.30 pg of plasmid DNA, using
Gene Porter (Gene Therapy Systems, San Diego, CA, USA). To control for transfection
efficiency, all transfections included 0.15 pg of the pRL-TK plasmid, which encodes for
Renilla luciferase (Promega Corp., Madison, WI). For co-transfection experiments,
adherent cells were transfected with 0.5 pg of either pRC/CMV, pCMV/PKC-a., or
pEF1/PKCa (A25E), 0.25 pg of the NF-IL6 luciferase reporter construct, and 0.15 ug of
pRL-TK, using Gene Porter. After transfection, the cells were incubated for the indicated
period of time in fresh media containing 5 % FBS prior to the addition of 100 ng/ml LPS.
Luciferase activity was quantified with the Promega luciferase kit according to the
manufacturer instructions (Promega Corp.). Briefly, cells were lysed with supplied lysis
buffer, scrapped on ice and transferred in a microfuge tube. Aliquots of extracts were
than transferred in a polycarbonate tube and the substrate was added prior to reading.

Luciferase activity was measured on a Lumat LB 9507 luminometer (EG&G Berthold).
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4.5 Northern blot analyses

Total RNA was extracted with RNAzol (Teltest, Friendswood, TX, USA) and Northern
blot analyses were carried out essentially as described [12]. The IL-1 probe consisted of
the 545 bp Xbal fragment from the mouse IL-1 cDNA amplified by PCR using
oligodeoxynucleotides AD-66 (5’-gctctagaTCAACAAGAGCTTCAGGCAGG-3')
(forward) and AD-67 (5’-gctctagaGCAGACTCAAACTCCACTTGC-3’) (reverse). The
G-CSF probe consisted of the 481 bp EcoRI fragment from the mouse G-CSF cDNA
amplified by PCR using oligodeoxynucleotides AD-103 (5’-

gcgaattc AAGTGAAGGCTGGCATGGCG-3’) (forward) and AD-104 (5°-

gcgaattct ACTATGGTCAGGACGAGAGGC-3’) (reverse). The actin probe consisted of
the 868 bp EcoRI fragment from the mouse actin cDNA amplified by PCR using
oligodeoxynucleotides AD-149 (ggaattccCCAATTGAACATGGCATTGTTAC)
(forward) and AD-150 (ggaattccGCTGATCCACATCTGCTGGAAG) (reverse). The
membranes were exposed to a phosphor screen, which was scanned on a Phospholmager

(Molecular Dynamics).
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Figure legends

Fig. 1. (A) Effect of DN PKC-a. overexpression on LPS-induced AP-1 DNA binding
activity. Adherent cells (vector alone, lanes 1-4 and DN PKC-o.-overexpressing clone
C2, lanes 5-8) were incubated in the absence (lanes I and 5) or in the presence of 100
ng/ml LPS (lanes 2-4 and 6-8) for the indicated time points. Nuclear extracts and EMSA
for AP-1 were performed as described in Materials and Methods. In lane 9, a 50-fold
excess of unlabelled probe was co-incubated with the reaction mixture containing nuclear
extracts from control cells stimulated with LPS for 4 h prior to EMSA. Similar results
were obtained in four separate experiments. (B) Effect of DN PKC-o. overexpression on
LPS-induced AP-1 transcriptional activation. Adherent cells (vector alone and DN PKC-
a-overexpressing clones Bl and C2) were transiently transfected with the AP-1 luciferase
reporter construct and pRL-TK for 5 h and further incubated in fresh medium for 16 h, as
described in Materials and Methods. Cells were then incubated in the absence (open
bars) or in the presence of 100 ng/ml LPS (closed bars) for 6 h. Firefly and Renilla
luciferase activities were determined in cell extracts. Data are expressed as a ratio of
firefly luciferase value/Renilla luciferase value. Experiments were performed in triplicate

and are representative of results obtained in three separate experiments.

Fig. 2. (A) Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced NF-IL6 DNA binding
activity. Adherent cells (vector alone, lanes 1-4 and DN PKC-a-overexpressing clone
C2, lanes 5-8) were incubated in the absence (lanes 1 and 5) or in the presence of 100
ng/ml LPS (lanes 2-4 and 6-8) for the indicated time points. Nuclear extracts and EMSA

for NF-IL6 were performed as described in Materials and Methods. In lane 9, a 50-fold
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excess of unlabelled probe was co-incubated with the reaction mixture containing nuclear
extracts from control cells stimulated with LPS for 4 h prior to EMSA. Similar results
were obtained in four separate experiments. (B) Effect of DN PKC-« overexpression on
LPS-induced NF-IL6 transcriptional activation. Adherent cells (vector alone and DN
PKC-a-overexpressing clones A2, B1, and C2) were transiently transfected with the NF-
IL6 luciferase reporter construct and pRL-TK for 5 h and further incubated in fresh
medium for 7 h, as described in Materials and Methods. Cells were then incubated in the
absence (open bars) or in the presence of 100 ng/ml LPS (closed bars) for 12 h. Firefly
and Renilla luciferase activities were determined in cell extracts. Data are expressed as a
ratio of firefly luciferase value/Renilla luciferase value. Experiments were performed in

triplicate and are representative of results obtained in three separate experiments.

Fig. 3. Overexpression of both WT PKC-a and CA PKC-a (A25E) increase LPS-induced
NF-IL6 transcriptional activity. Adherent RAW 264.7 cells were transiently transfected
with the NF-IL6 luciferase reporter construct and pRL-TK for 5 h along with either the
control vector, the WT PKC-a expression vector, or the CA PKC-a. (A25E) expression
vector and further incubated in fresh medium for 16 h, as described in Materials and
Methods. Cells were then incubated in the absence (open bars) or in the presence of 100
ng/ml LPS (closed bars) for 10 h. Firefly and Renilla luciferase activities were
determined in cell extracts. Data are expressed as a ratio of firefly luciferase
value/Renilla luciferase value. Experiments were performed in triplicate and are

representative of results obtained in three separate experiments. * indicates p< 0.005.
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Fig. 4. NF-IL6 and C/EBPS expression in DN PKC-a-overexpressing macrophages.
Control cells and DN PKC-a-overexpressing clones B1 and C2 were incubated in the
absence or the presence of 100 ng/ml LPS for 4 h. (A) Total cellular extracts and (B)
nuclear extracts were prepared and the levels of NF-IL6 and c/EBPS were determined by
Western Blot analyses as described in Materials and Methods. Equivalent gel loading
and transfer were assessed by Ponceau S staining of membrane prior to immunoblotting.

Similar results were obtained in two independent experiments.

Fig. 5. Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced IL-1p and G-CSF
expression. Adherent macrophages were incubated in the absence (lanes 1, 4, 7, 10 and
13) or in the presence of 10 ng/ml LPS (lanes 2-3, 5-6, 8-9, 11-12 and 14-15) for the
indicated time points. Total RNA was extracted and Northern blotting was performed as
described in Materials and Methods. (A) IL-1B, (B) G-CSF. RNA integrity and loading
were assessed by ethidium bromide staining. Membranes were stripped and hybridized
with an actin probe to assess RNA transfer. Control macrophages consisted of a pool of
RAW 264.7 cells transfected with empty vector (pCin4), as well as a clone of RAW 264.7
transfected with the empty vector (pCin4El). For the DN PKC-a-overexpressing
macrophages, three clones( A2, B1, and C2) were included in the analysis. Similar

results were obtained in three separate experiments.
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SECOND CHAPITRE



RESUME DE LA TROISIEME PUBLICATION

Nous avions précédemment démontré que I’infection de cellules naives par L. donovani
de type sauvage n’entraine pas I’activation des MAPk ni du NF-kB, mais que I’infection
avec des parasites Leishmania déficients en LPG induit de fagon significative I’activation
de ERK 1/2. Puisque le LPG joue un réle central dans I’évasion de I’activation du
macrophage, nous avons voulu déterminer son rdle dans I’activation des facteurs de
transcription et dans I'expression d’iNOS et de TNF-o. chez des macrophages naifs et pré-
stimulés a I'[FN-y. L’infection de cellules naives avec des parasites de type sauvage
menait a une faible activation d’ AP-1 tandis que I’infection avec des Leishmania LPG™ a
entrainé une activation beaucoup plus important d’AP-1. Lorsque nous avons mesuré
I’activité d’IRAK lors d’infection de cellules naives, nous avons constaté que cette
activité était plus forte chez les cellules infectées avec des L. donovani LPG2'. Par
contre, la mesure de I’activité d’IRAK lors d’infection de cellules pré-stimulées a I'TFN-y
a révélé que cette activité était plus importante chez les cellules infectées avec des
parasites de type sauvage. Et finalement, la synthése d’ARNm d’iNOS était plus
importante lorsque les cellules pré-stimulées 4 I'TFN-y étaient infectées avec des parasites
de type sauvage. Ces résultats démontrent que le LPG de L. donovani joue un réle dans

I’évasion de I’activation du macrophage.

Contribution des auteurs :
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A. Descoteaux : Directeur de F. Chano. Révision et édition du manuscrit.
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ABSTRACT

We have previously demonstrated that WT Leishmania promastigotes evade activation of
MAPk and NF-«B pathways whereas LPG deficient promastigotes significantly induce
ERK 1/2 activation. Since LPG plays a central role in the parasites' ability to evade
macrophage activation, we sought to determine its role in transcription factor activation
and in iNOS and TNF-a production in both naive and IFN-y-primed murine
macrophages. In naive cells, WT promastigotes induced a small AP-1 activation,
whereas LPG-deficient promastigotes induced a pronounced AP-1 activation. When
naive cells were infected with LPG-deficient promastigotes, IRAK activity was stronger
than cells infected with WT or LPG2pLPG?2 add-back promastigotes. In contrast, IRAK
activity was more important when IFN-y-primed cells were infected with WT
promastigotes. Finally, INOS mRNA production in IFN-y-primed cells was significantly
higher when cells were infected with WT promastigotes. Collectively, the data presented
here indicated that Leishmania LPG plays an important role in evasion of macrophage

activation.
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INTRODUCTION

Protozoan parasites of the genus Leishmania are responsible for a wide spectrum of
diseases termed leishmaniases which afflict millions of people world wide. L. donovani
is the causative agent of visceral leishmaniasis, the most severe form. This parasite, like
all others of the same genus, has a digenic life, alternating between the promastigote form
in the midgut of the Phlebotomus sand fly, and as amastigotes in the phagolysosomal
compartment of mammalian monocytic cells. An important particularity of this parasite
is that it enters its host cell relatively silently, avoiding a potentially destructive

inflammatory response.

Leishmania parasites posses a vide variety of virulence factors which serve many
different purposes. Amongst those is the lipophosphoglycan (LPG), the major surface
molecule, which forms a dense glycocalyx around the parasite, essentially, protecting it
from its hosts innate immune response: resistance from complement-mediated lysis
(Desjardins and Descoteaux 1998), retardation of phagosome maturation (Desjardins and
Descoteaux 1997) and modulation of immune response (Reiner and Locksley 1995). It
has been previously reported that, upon entry into cells, shed LPG binds to protein kinase
C and blocks subsequent activation of this signaling mediator (Descoteaux et al. 1992).
Furthermore, it has also been demonstrated that Leishmania promastigotes not only
inhibit IL-12 production, an important Th1 cytokine, but hinder IL-12 production by other
stimuli, such as IFN-y (Carrera ef al. 1996) (Piedrafita et al. 1999). We have previously

reported that phagocytosis of WT L. donovani promastigotes by naive cells does not
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induce MAPk activation, nor does it activate the NF-kB pathway. Moreover, infection of
naive cells with WT promastigotes induced a small dephosphorylation of p38. In
contrast, ingestion of LPG-deficient promastigotes significantly induced ERK 1/2
activation (Prive and Descoteaux 2000). As to further our knowledge on the role of L.
donovani LPG during infection, we have chosen to study its role in transcription factor
activation in naive and IFN-y-primed murine macrophages. We have focused our
attention on AP-1, NF-IL6 and NF-«B, all of which are essential for pro-inflammatory
response. Indeed, most, if not all, inflammatory response genes contain in their promoter
area at least one binding site for one of these transcription factors. In this report, we
demonstrate that cell surface expression of LPG is required for evasion of AP-1 activation
in naive cells. Moreover, we have provided evidence for a potentially novel Leishmania

receptor, which, upon binding, will lead to IRAK activation.
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MATERIALS AND METHODS

Parasites

L. donovani (1s strain) were grown in a 26°C incubator in RPMI 1640 (Invitrogen,
Mississauga, ON, Canada) supplemented with 20% heat inactivated FCS, 100 uM
adenine, 20 pM MES, 5 uM hemin, 3 uM biopterin, 1 uM biotin and antibiotics
(Leishmania medium, pH 5.5). The lipophosphoglycan repeating-unit defective mutant,
generated by targeted deletion of the LPG2 gene as previously described (Descoteaux et
al. 1995), was grown in the Leishmania medium. The Ipg2- KO + pLPG2, in which LPG
expression was restored to WT levels, was made by transfecting the LPG2 KO with
pLeishLPG2. For infections, promastigotes were used in stationary phase of growth at a

parasite-to-macrophage ratio of 10:1.

Macrophages

The murine macrophage cell line RAW 264.7 was cultured in a 37°C incubator with 5%
CO; in complete medium (DMEM with glutamine (Invitrogen) supplemented with 10%
heat inactivated FCS, 20 mM HEPES and antibiotics). Bone marrow-derived
macrophages were obtained by growing marrow cells from 6-8 wks old female BALB/c
mice at 37°C in complete medium supplemented with 15% (v/v) L929 cell-conditioned
medium (LCM) for 7 days. BMM were made quiescent by culturing them in complete

medium without LCM for 24h prior to being used. Cells were stimulated with either
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lipopolysaccharide (LPS) (Escherichia coli, strain 0127:B8, Sigma, St-Louis, Mo) or

50U/ml IFN-y (R&D systems, Minneapolis, MN) for indicated time points

Nuclear protein extracts and electrophoretic mobility shift assays (EMSA)

Adherent macrophages (107 per 100-mm tissue culture dish) were washed and scraped
into 1.5 ml of cold PBS. The cell suspensions were transferred to microcentrufuge tubes,
pelleted, and the nuclear protein extracts were prepared essentially as described (St-Denis
et al. 1998) (Andrews and Faller 1991). Protein concentrations were determined using

the BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL) and the extracts were aliquoted and

32
stored at —80°C prior to being used. EMSA were performed with P-labeled double-

stranded oligonucleotide as described elsewhere (Chano and Descoteaux). The DNA-
protein complexes were resolved in 4-6 % native polyacrylamide gels in a buffer
containing 44 mM Tris-HCI, 44 mM borate and 1 mM EDTA. The gels were exposed to

a phosphor screen which was scanned on a Phospholmager (Molecular Dynamics).

Northern blot analyses

Total RNA was extracted with RNAzol (Teltest, Friendswood, TX) and Northemn blot
analyses were carried out essentially as described (St-Denis, Chano, Tremblay, St-Pierre
and Descoteaux 1998). The TNF-a probe was the 1.5 kilobase Pst1 fragment from
pmTNF-o (Fransen et al. 1985) obtained from W. Fiers and the iNOS probe was the 817-

base pair Hicll-EcoRI fragment from piNOSL3 (Xie et al. 1992) provided by D.
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Radzioch. The membranes were exposed to a phosphor screen which was scanned on a
PhosphoIlmager (Molecular Dynamics).

In vitro kinase assays

In vitro kinase assays were performed essentially as described elsewhere (Swantek et al.
2000) (Swantek et al., 1999). Briefly, adherent cells (107 per 100mm per tissue culture
dish) were washed once with phosphate-buffered saline and homogenized in lysis buffer
containing protease and phosphatase inhibitors. Total [IRAK was immunoprecipitated
using recombinant immobilized protein A coated with anti-IRAK antibody (Upstate
Biotechnology). Precipitates were washed twice with lysis buffer, than twice with kinase
buffer(Swantek, Tsen, Cobb and Thomas 2000) . Kinase reactions were performed in 20
pl of kinase buffer with a final concentration of 0.3 pg/pl of MBP and 10 uCi of y->2P-
ATP, at 30°C for 45 min. **P-labbelled MBP was separated from free **P -ATP on a 15%
SDS-PAGE. The gels were exposed to a phosphor screen which was scanned on a
Phospholmager (Molecular Dynamics) and levels were subsequently corrected to

uninfected cells.

LPG-coated latex beads

Purified LPG (gift from S. Turco) was coated to polystyrene beads (1 uM, Polyscience)
as described elsewhere (Fratti et al. 2001). Briefly, purified LPG was added to

polystyrene beads in carbonate buffer. Mixture was than rotated for an hour at room

temperature, washed and non specific sites were blocked with 3% BSA in PBS for two
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hours, at room temperature. Beads were washed twice in 0,3% BSA in PBS prior to
infection. Efficiency of LPG coating was verified by agglutination with an anti-LPG

antibody (CA7AE). Where indicated, cells were pre-stimulated with 50U/ml of IFN-y

prior to infection.

Quantification of TNF-a and determination of nitrite

The amount of TNF-a in cell supernatants was determined by enzyme-linked

immunosorbent assay as described (St-Denis, Chano, Tremblay, St-Pierre and Descoteaux

1998). Nitric oxide release in cell supernatants was determined with the Griss reagent as

described (Green et al. 1990).
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RESULTS

Infection of naive cells activates AP-1 transcription factor

Leishmania parasites invade macrophages in a relatively silent manner (Reiner and
Locksley 1995). Indeed, as we have previously shown, only LPG-deficient L. donovani
promastigotes will activate the ERK 1/2 pathway during infection of naive macrophages
(Prive and Descoteaux 2000). In this study, we sought to determine if invasion of
macrophages by Leishmania donovani parasites would trigger activation of transcription
factors, namely AP-1, NF-IL6 and NF-kB. We first compared AP-1 DNA binding
activity by EMSA in uninfected and in infected RAW 264.7 cells. LPS-stimulated
extracts were used as a positive control. Addition of WT promastigotes to naive cells
induced a slight AP-1 DNA-binding activity (fig 1a), which was more prevalent in LPG-
deficient infected cells (fig 1b). This is consistent with previously obtained data: LPG-
deficient promastigotes significantly induced a rapid and transient ERK 1/2
phosphorylation, which is implicated in the formation of the AP-1 heterodimer(Karin et
al. 1997). In contrast, no NF-IL6 (fig 1¢c-d) or NF-KB‘(ﬁg le-f) DNA-binding activities
were induced by either type of promastigote during infection of naive cells. There was, in
fact, a slight reduction of basal NF-kB in WT L. donovani infected cells (fig 1€). This is
in agreement with results obtained by others in which NF-xB levels were diminished in

Leishmania-infected cells (Buates and Matlashewski 2001).
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Infection of IFN-y-primed cells activates NF-kB and AP-1 transcription factors

BALB/c-derived macrophages are notoriously susceptible to certain intracellular
microbes, such as Leishmania parasites, presumably due to the NRAMP defect (Vidal et
al. 1993). However, pre-treatment with IFN-y overcomes their susceptibility and induces
potent leishmanicidal activity (Murray et al. 1985). To evaluate whether [FN-y pre-
treatment modifies the pattern of transcription factor activation, RAW 264.7 cells were
prestimulated with 50 U/ml of IFN-y 18 hours prior to infection with either wt
Leishmania or LPG-deficient promastigotes. Infection of IFN-y primed macrophages
revealed that the DNA-binding activities of both AP-1 and NF-kB were significantly
increased as early as 30 minutes post-infection (fig 2a and 2b). Analysis of NF-IL6
binding activity in IFN-y-primed cells was not possible since [FN-y alone induces potent

NF-IL6 binding activity in RAW 264.7 cells (Hu et al. 2001).

iNOS but not TNF-a mRNA accumulation and production in IFN-yprimed cells is LPG-
dependent

LPG is the major cell surface glycoconjugate of all Leishmania species and is a well
known virulence factor (Descoteaux and Turco 1999). It has recently been demonstrated
that L. donovani LPG causes periphagosomal actin accumulation essentially protecting
the parasite and blocking phagosome maturation (Holm et al. 2001). However, this
phenomenon is not observed when macrophages are infected with LPG-deficient
promastigotes, thus clarifying LPGs’ role in the retardation of phagosome maturation. In

an attempt to uncover another role of LPG during infection, naive and [FN-y pre-treated
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macrophages were infected with WT and LPG-defective L. donovani promastigotes. No
iNOS or TNF-ao mRNA was detected during infection of naive cells (fig 3a-d, lanes 4 and
6). However, infection with WT promastigotes induced higher mRNA iNOS than
infection with LPG-deficient promastigotes in IFN-y-primed RAW 264.7 and BMM cells
(fig 3a and 3b, lanes 5 and 7). TNF-o mRNA levels in IFN-y-primed cells infected with
either WT or LPG-deficient promastigotes were of comparable levels in both cell types

(fig 3c and 3d, lanes 5 and 7).

To determine whether the observed effect is solely mediated by LPG or by another
expressed repeating unit or both, TNF-a and NO were measured from the supernatants of
cells infected with LPG-coated latex beads. The measured TNF-a and NO levels from
the supernatants of cells infected with LPG-coated latex beads (fig. 4, bricked bars) were
similar to levels observed from supernatants obtained from cells infected with naked
beads (fig. 4, lined bars). In contrast, high amounts of both mediators were produced
when IFN-y cells were infected with WT promastigotes (fig. 4, closed bars) suggesting

that another surface molecule is involved either alone in or collaboration with LPG.

Parasite entry activates IRAK

Internalisation of promastigotes by macrophages occurs through receptor-mediated
phagocytosis, namely through CR1 and CR3 receptors (Descoteaux and Turco 1999).
This is consistent with Leishmania’s silent entry, since complement receptors do not
induce a proinflammatory response. However, infection of [FN-y-primed macrophages

with Leishmania promastigotes does induce an inflammatory response, such as
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production of TNF-aand NO. Thus, it is plausible to assume that Pathogen Associated
Motif Recognition (PAMP) receptors, such as toll-like receptors (TLR’s), may also be
involved in Leishmania recognition. To verify this possibility, IRAK in vitro kinase
assays were performed since IRAK is associated to all TLR’ and plays a role in NF-«B
activation (Zhang ef al. 1999). As can be seen in fig. 5a and 5b, infection of naive cells
with WT promastigotes induces a very mild kinase activation in RAW 264.7 cells (1,4
fold at its peak) and even leads to a deactivation in BMM (fig 5a and b, lanes 2-4). In
contrast, infection with LPG-deficient promastigotes induces a moderate IRAK activation
in RAW 264.7 cells but not in BMM: at their peak, activation level was 1,8 fold over
uninfected cells (fig 5a and b, lanes 5-7). As to clarify the role of LPG in IRAK
activation, naive cells were infected with LPG add-back promastigotes. IRAK activation
in add-back infected cells was similar or even lower to levels observed in WT infected

cells (fig 5a and b, lanes 8-10).

When we investigated IRAK activation during infection of IFN-y treated cells, the
situation was reversed: infection with WT promastigotes induced a stronger IRAK
activation than infection with LPG-deficient promastigotes (fig 6a and 6b). Indeed, peak
activation during infection with WT promastigotes was 2,6 and 1,9 fold in RAW 264.7
cells and BMM, respectively, whereas peak activation during infection with LPG
deficient promastigotes was 2,0 and 1,7 in RAW 264.7 and BMM respectively. The
evidence presented here suggests that L. donovani parasites may employ an as yet
unidentified pathway, leading to receptor mediated IRAK activation. In light of IRAKs’

tight association with TLR, we propose that this novel receptor may in fact be a TLR.
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DISCUSSION

Successful evasion of macrophage activation is crucial to promastigote survival. Indeed,
while promastigotes are surprisingly resistant to complement mediated lysis, they are,
contrary to amastigotes, very susceptible to phagosomal hydrolysis. Leishmania parasites
utilize a variety of mechanisms to survive the hosts” hostile environment. For example,
Leishmania-infected cells produce important amounts of TGF-@, an important immune
suppressor, thus delaying onset of the immune response (Wilson et al. 1998). As has
been extensively reported, Leishmania LPG plays an integral part in survival and evasion.
Many reports clearly indicate that L. donovani LPG inhibits signal transduction in the
macrophage, most likely by inhibiting certain members of the PKC family (Moore ef al.
1993) (Descoteaux et al. 1991; Descoteaux, Matlashewski and Turco 1992); (Olivier et
al. 1992) and is involved in delaying phagosome maturation, presumably to permit the
promastigote to differentiate into its amastigotes form (Desjardins and Descoteaux 1997;
Holm, Tejle, Magnusson, Descoteaux and Rasmusson 2001). In addition, we previously
demonstrated that while WT promastigotes evade MAPk and NF-«B activation, LPG-
deficient promastigotes significantly induce ERK 1/2 activation (Prive and Descoteaux
2000). As to further our understanding on the role of LPG in evasion of macrophage
activation, we investigated the role of LPG in transcription factor activation in naive and
IFN-y-primed macrophages, as well as mRNA production of key mediators in the anti-
Leishmania defence, specifically iNOS and TNF-o.. Our main finding was that LPG-
deficient promastigotes induce AP-1 formation and transcriptional activation during

infection of naive cells. Moreover, infection of naive cells with WT promastigotes
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caused a noticeable down-regulation of basal NF-kB levels. Transcription factor
activation in IFN-y-primed cells was similar when infected with WT or LPG-deficient
promastigotes. Infection of IFN-y-primed macrophages with WT promastigotes induced
significantly more iNOS mRNA levels than infection with LPG-deficient parasites. And
finally, we provide evidence for a novel pathway, which leads to IRAK activation,

suggesting that these parasites may achieve entry via a TLR receptor.

Previous studies by us (Prive and Descoteaux 2000) and others have revealed similar
results in regards to successful evasion and down-modulation of key macrophage
mediators. [L-12, which is mainly produced by macrophages, is instrumental in directing
the immune response towards a Th1-type response. L. major successfully inhibits IL-12
production and subsequent production by a mechanism that has yet to be identified, but
which is NF-kB independent. Interestingly enough, amastigotes induce IL-12 expression
(Piedrafita, Proudfoot, Nikolaev, Xu, Sands, Feng, Thomas, Brewer, Ferguson, Alexander
et al. 1999). In this regard, it would be of interest to verify if LPG-deficient
promastigotes would react in a manner similar to WT amastigotes, in as much as similar
surface molecules might be expressed on the surface of LPG-deficient promastigotes.
Being ill equipped for phagosomal survival and being unable to delay phagosome
maturation due to the absence of LPG could explain why LPG deficient promastigotes are
especially vulnerable to phagosomal hydrolysis. Recently, Buates and Matlashewski
have demonstrated that incubation of macrophages with L. donovani causes a general
suppression of macrophage gene expression, NF-kB being amongst the genes listed

(Buates and Matlashewski 2001). Since NF4{ B regulates its own production, as well as
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many other genes (Ghosh ez al. 1998), our results indicated that, possibly, L. donovani
infection would block basal NF-xB translocation, thus delaying or blocking NF-kB
transcription and translation, eventually causing a down-regulation of many constitutively
expressed genes regulated by NF-kB. Interestingly, many other pathogens seem to block
the NF-«B pathway as a means of survival. Yersinia enterolitica YopP protein inhibits
macrophage apoptosis by blocking NF-kB activation (Ruckdeschel et al. 2001), the
measles virus blocks IFN-B and MHC-I expression by inhibiting IkB degradation (Fang et
al. 2001)and NF-kB translocation was shown to be blocked during infection with T
gondii (Butcher ef al. 2001). These results and ours suggest that inhibiting the NF- B
pathway may be an important evasion strategy evolved by many intracellular parasites.
Another recently elucidated manner in which Leishmania successfully evade a pro-
inflammatory response is apoptotic mimicry (de Freitas Balanco et al. 2001).
Phospatidylseine (PS) is exposed at the cell surface of apoptotic cells and is ultimately
phagocytized by macrophages via a CD14 dependant-TLR4 independent manner, thus
avoiding TLR4 activation and the pro-inflammatory response that would result (Fadok et
al. 2000). Upon exiting cells, amastigotes acquire PS and are recognized as apoptotic
cells, at the same time avoiding a pro-inflammatory response and being engulfed by their

desired cell.

We have previously reported that in [FN-y-primed BMM, infection with LPG deficient
promastigotes induced lower levels of NO than infection with WT promastigotes. In this
report, we show that infection with LPG 2™ promastigotes induced lower mRNA levels,

as expected, than infection with WT promastigotes. Proudfoot and colleagues
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demonstrated that LPG glycoconjugates synergize with [FN-y to stimulate macrophages
to produce NO (Proudfoot et al. 1996). These findings and ours support the hypothesis
that, in IFN-y primed cells, LPG is recognized by a macrophage receptor, leading to
IRAK activation and culminating in NO and TNF-a release. The reason why LPG
deficient promastigotes induce less NO during infection might be two pronged. Clearly,
LPG synergizes with IFN-y to induce NO. In addition, LPG-deficient promastigotes are
more readily destroyed by macrophages. NO being the most important mediator in
Leishmania destruction for murine macrophages, the amount needed to eliminate LPG-
deficient promastigotes might simply be lower than the amount needed to destroy WT
promastigotes, which could, in part, explain the lower amount of NO produced during

infection with LPG deficient promastigotes.

Toll-like receptors are a rapidly growing family which now counts at least 10 members
(Mushegian and Medzhitov 2001). Each member has a distinct PAMP, allowing thus
certain specificity to each receptor. Of the 10 receptors, TLR4 has been extensively
studied and is the long sought after LPS co-receptor, which is responsible for LPS-
induced signal transduction in macrophages and B cells (Poltorak et al. 1998; Qureshi et
al. 1999). Knowledge about the ligands of the other members is rapidly growing. For
example, TLR9 has been identified as the receptor for CpG DNA (Takeshita ez al. 2001),
TLR2 and TLR6 dimerize and recognize soluble tuberculosis factor and Borrelia
burgdorferi outer surface protein A lipoprotein (Bulut ez al. 2001). Once activated,
adapter proteins such as MyD88 recruit signaling molecules and initiate multiple signal

transduction pathways. An important mediator linked to TLR is IRAK, which is recruited
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to activated MyD88. To determine if Leishmania entry into cells could be mediated by a
TLR, we performed IRAK in vitro kinase assays using both WT and LPG-deficient
promastigotes. Our results indicate that, independently of IFN-y priming, IRAK is
strongly activated during infection with LPG-deficient promastigotes. In contrast, during
infection of naive cells with WT promastigotes, IRAK is mildly activated. However,
when IFN-y prestimulated cells were infected with WT promastigotes, a strong IRAK
activation ensued. IRAK activation during infection of IFN-y primed cells with LPG 27"
promastigotes was consistently lower than observed during infection with WT
promastigotes. A certain amount of evidence leads us to believe that a TLR or TLR
might be responsible for the observed IRAK activation. To begin with, preliminary data
obtained in our laboratory indicates that a certain number of TLR receptors are
upregulated in response to IFN-y stimulation. Secondly, aside from the IL-1 and IL-18
receptors, TLR are the only known receptors to recruit IRAK upon ligand bound
activation. Lastly, engagement of CR does not induce a proinflammatory response in
macrophages. Clearly, infection of IFN-y primed macrophages with either type of
promastigotes induces a strong TNF-o and NO release. We do not exclude the possibility
that WT promastigotes and LPG deficient promastigotes engage different receptors.
Indeed, the absence of LPG at the cells’ surface reveals molecules that are normally
buried under the LPG. These molecules, such as GIPLS, may be recognized by an as yet
unknown receptor and induce different responses than the WT promastigote.
Interestingly, WT amastigotes induce different responses than WT promastigotes,
possibly due to the fact that amastigotes express no or undetectable LPG levels at their

surface, leaving previously buried molecules readily detectable by receptors. A
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comparative study between amastigotes and LPG deficient promastigotes might shed
some light on this matter. As to clarify the role of LPG during infection of IFN-y-primed
cells, we infected naive and IFN-y-primed cells with LPG-coated latex beads. However,
TNF-o and NO levels were similar to levels observed with naked beads. There are a few
possibilities for the apparent lack of macrophage activation by LPG-coated beads.
Leishmania promastigotes express =~10° copies of LPG at the cell surface. LPG coating
of latex beads may not be representative of such a large number of copies per cell and
thus, the beads may not be as immuno-stimulatory as the parasite itself. Another possible
explanation is that LPG is recognized along with another Leishmania surface molecule
and that the receptor recognizes only both Leishmania surface molecules. Coating latex
beads with a combination of Leishmania surface molecules could be instrumental in

identifying other surface molecules implicated in receptor ligation.

In conclusion, we have provided evidence of a novel pathway induced by phagocytosis of
Leishmania parasites, which leads to activation of IRAK. Moreover, we have presented
data which indicates that Leishmania LPG is implicated in this pathway. Further study of
other Leishmania surface molecule will be instrumental in clarifying the exact role of

Leishmania LPG in evasion of macrophage activation.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. (4-B) Effect of Leishmania infection on AP-1 DNA binding activity.
Adherent cells were incubated in the absence (lane I) or in the presence of either WT (fig.
Ic, lanes 6-9) or LPG deficient promastigotes (fig /d, lanes 6-9) for the indicated time
points. Nuclear extracts and EMSA were performed as described in Materials and
Methods (C-D) Effect of Leishmania infection on NF-IL6 DNA binding activity.
Adherent cells were incubated in the absence (lane 1) or in the presence of either WT (fig.
Ic, lanes 6-9) or LPG deficient promastigotes (fig /d, lanes 6-9)for the indicated time
points. Nuclear extracts and EMSA were performed as described in Materials and
Methods. Similar results were obtained in three separate experiments. LPS-stimulated
nuclear extracts were used as control for each probe. Similar results were obtained in
three separate experiments. (E-F) Effect of Leishmania infection on NF-kB DNA binding
activity. Adherent cells were incubated in the absence (lane I) or in the presence of
either WT (fig. e, lanes 5-7) or LPG deficient promastigotes (fig I/, lanes 5-7) for the
indicated time points. Nuclear extracts and EMSA were performed as described in

Materials and Methods.

FIGURE 2. Effect of IFN-ypriming on NF-kB (4) or AP-1 (B) DNA binding activity
during Leishmania infection. IFN-v (50 U/ml) was added 18h prior to infection (fig 2a,
lanes 3-9, fig 2b, lanes 2-10). Adherent cells were incubated in the absence (lane 1) or in
the presence of either WT (fig. 2a, lanes 4-6, fig. 2b, lanes 3-6) or LPG deficient
promastigotes (fig 2a, lanes 7-9, fig 2b, lanes 7-10) for the indicated time points. Nuclear
extracts and EMSA were performed as described in Materials and Methods. Similar

results were obtained in two separate experiments.
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FIGURE 3. Effect of Leishmania infection on mRNA production in RAW 264.7 cells
and BMM. Where indicated, IFN-y (50 U/ml) was added 18h prior to infection.
Adherent cells were incubated in the absence (lane I) or in the presence of either LPS
(lane 2), WT (lanes 4-5) or LPG deficient promastigotes (lanes 6-7) Total RNA was
extracted and Northern blotting was performed as described in Materials and Methods.
(A/B) TNF-a,, (C/D) iNOS. RNA integrity and loading were assessed by ethidium

bromide staining. Similar results were obtained in three separate experiments.

FIGURE 4. Effect of Leishmania infection on NO; and TNF-«a release in RAW 264.7
cells and BMM. Where indicated, IFN-y (50 U/ml) was added 18h prior to infection.
Adbherent cells were incubated in the absence (open bars) or in the presence of either WT
promastigotes (closed bars), LPG deficient promastigotes (hatched bars), latex beads
(lined bars) or LPG-coated latex beads (bricked bars) in Materials and Methods for 18
hours. These values represent +/- SE of one experiment performed in triplicate. The data

presented here are representative of results obtained in four separate experiments.

FIGURE 5. Effect of Leishmania infection on IRAK activation in (4) RAW 264.7 cells
and (B) BMM. Adherent cells were incubated in the absence (lane 1) or in the presence
of either WT (lanes 2-4) LPG deficient (lanes 5-7) or LPG2 pLPG2 promastigotes (lanes
8-10) for the indicated time points. IRAK protein was immuno-precipitated and
incubated with y-**P-ATP MBP as described under Materials and Methods. Activity was
than corrected to uninfected levels. Similar results were obtained in three separate

experiments.
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FIGURE 6. Effect of IFN-y priming on IRAK activation in (4) RAW 264.7 cells and
(B) BMM during Leishmania infection. IFN-y (50 U/ml) was added 18h prior to
infection (lanes 2-8). Adherent cells were incubated in the absence (lane /) or in the
presence of either WT (lanes 3-5) or LPG deficient promastigotes (lanes 6-8) for the
indicated time points. IRAK protein was immuno-precipitated and incubated with y->2P-
ATP and MBP as described under Materials and Methods. Activity was than corrected to

uninfected levels. Similar results were obtained in three separate experiments
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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DISCUSSION



4.0.Réle des macrophages dans I’ immunité

Le systéeme immunitaire est divisé en deux types de réponses : la réponse innée et la
réponse adaptative [199]. Les principaux joueurs de la réponse adaptative sont les
lymphocytes B et T. Comme c’est le cas pour le récepteur des lymphocytes T, le TCR,
les génes codant pour les immunoglobulines présentes a la surface des lymphocytes B
subissent des réarrangements somatiques afin d’augmenter I’affinité pour leur ligands
[26]. De plus, de quatre a sept jours sont requis avant qu’un nombre suffisant de
lymphocytes soit disponible pour lutter contre une infection, un délai qui peut étre fatal

pour un animal [21].

Alors que la réponse adaptative est unique aux vertébrés, tous les étres pluricellulaires ont
un systéme immunitaire inné sous une forme ou une autre [26, 200]. Chez les vertébrés,
il y a deux types de mécanismes de défense innée: soit constitutif ou inductible. Les
barrieres physiques tels que la peau et les muqueuses ainsi que certains peptides et
enzymes antibactériens sont compris dans les mécanismes constitutifs [200]. Chez les
vertébreés, les cellules effectrices sont principalement les macrophages, les granulocytes et
les cellules NK. Les récepteurs impliqués ne subissent pas de réarrangements somatiques
et aucun délai n’est nécessaire pour que ces cellules soient activées. Les cellules NK
reconnaissent I’absence de soi ou le soi modifié du CMH L. Les récepteurs responsables
sont une famille de lectines de type C appelées Ly49 chez la souris et CD94/NK2G2 chez
’humain [201]. Les macrophages et les granulocytes reconnaissent les microbes (le non
soi) grace 4 une multitude de récepteurs nommés PRR, tels que le récepteur du mannose,
les récepteurs scavengers et les TLR. Le rdle premier de I’immunité innée est de

distinguer entre les microorganismes (le non soi) et le soi [26].

Il est par contre bien évident que le systéme immunitaire inné n’est pas toujours capable
d’éliminer les microorganismes pathogénes. Ces derniers utilisent plusieurs stratégies
afin d’éviter leur destruction par le syst¢tme immunitaire inné. Une stratégie employée
par quelques microorganismes pathogeénes est de «corrompre » le macrophage [15].

Deux pathogeénes sur lesquels nous nous sommes penchés et qui ciblent le macrophage

142



sont les bactéries 2 Gram négatif et le trypanosomatidae Leishmania donovani. Les
mécanismes employés par ces pathogénes différent grandement. Tandis que les bactéries
a Gram négatif stimulent de maniére exagérée le systtme immunitaire, le parasite L.
donovani non seulement évite mais empéche ’activation du systéme immunitaire. Nous
avons obtenu des résultats qui suggerent que la PKC-a régule I’activation du facteur de
transcription NF-IL6 en réponse au LPS. Les résultats obtenus lors de nos travaux avec
Leishmania donovani suggérent qu’une molécule exprimée a la surface cellulaire du
parasite joue un réle dans 1’évasion de I’activation des facteurs de transcription AP-1 et
NF-kB. De plus, nos résultats suggérent que I’entrée du parasite L. donovani chez des
macrophages pré-stimulés & I'IFN-y se fait par un récepteur TLR, dont I’expression est
induite par '[FN-y. Finalement, nos résultats démontrent que la protéine kinase IRAK est
activee lors d’infection de macrophages préstimulés 4 I'IFN-y, suggérant que le récepteur

puisse étre un TLR.
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5.0.R04le de la PKC-o dans I’activation des facteurs de transcription AP-1, NF-kB et NF-

IL6 en réponse au LPS

Depuis quelques années, les récepteurs TLR ont pris une place importante au niveau de la
réponse innée. Le spectre de reconnaissance des TLR est trés large et permet la
reconnaissance d’un nombre important de microorganismes. Parmi ceux-ci on retrouve
les bactéries a Gram positif et négatif, les mycobactéries, des levures ainsi que certains
virus [202]. La cascade de signalisation enclenchée par les TLR exprimés par les cellules
dendritiques permet leur maturation et augmente 1’expression des molécules de co-
stimulation [203] tandis que I’activation des TLR exprimés par les macrophages méne a
la sécrétion de médiateurs solubles et cytokines proinflammatoires [111]. Les cytokines
et chimiokines libérées par les macrophages auront pour effet d’attirer et activer d’autres

cellules, tels les lymphocytes T, menant a une réponse de type Thl [46, 47].

La cascade de signalisation du LPS méne a P’activation de protéines tyrosine kinases
[204] ainsi qu’a I’activation des PKC, une famille de protéines sérine/thréonine kinases
[67, 205]. L’implication des protéines tyrosine kinases dans la réponse au LPS reste
encore a €tre précisée puisque des souris déficientes en trois membres de famille Src

(Hck, Fgr et Lyn) répondent normalement au LPS [206].

Plusieurs publications ont démontré que les PKC sont impliquées dans la régulation des
fonctions du macrophage induites par le LPS [66-68, 205 , 207]. Par contre, ces travaux
n’ont pas permis d’identifier le réle d’un isoenzyme en particulier dans ces conditions.
Nous avons donc entrepris d’étudier le réle de la PKC-o chez les macrophages en
réponse au LPS en surexprimant un mutant de la PKC-a qui agit comme dominant-
négatif. Nous avons démontré, dans un premier temps, que la production de NO, IL-1o et
MMP-9, en réponse au LPS, était sous le contrle de la PKC-a.. Par contre, ni les voies
des MAPk (p38, ERK 1/2 ou SAPK/INK) ou la voie du NF-kB n’étaient affectées
(chapitre 1, 1*" article , figure 7) [4]. Malgré le fait que la translocation nucléaire du NF-

kB était normale, il était néanmoins possible que I’activité transcriptionnelle du NF-xB
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soit défectueuse dans les clones de RAW 264.7 surexprimant le DN PKC-a puisque NF-
kB lui-méme doit étre phosphorylé sur des résidus sérine afin d’étre activé [118]. Nous
avons donc procédé a des transfections transitoires en utilisant la luciférase comme géne
rapporteur sous le contrle du facteur de transcription NF-xB. Les résultats que nous
avons obtenus nous ont permis de conclure que la translocation nucléaire et ’activité
transcriptionnelle du NF-«B induites par le LPS étaient indépendantes de PKC-o dans la
lignée RAW 264.7 ([4] et annexe I, figure E).

Une étude récente a démontré un rdle pour PKC-a, B et & dans la production de NO et
I’activation du NF-kB en réponse au LPS chez le macrophage RAW 264.7 [71]. Leur
résultat concernant le réle de la PKC-a dans I’activation du NF-kB en réponse au LPS
était apparemment contradictoire au ndtre. Chen et collaborateurs ont suggéré que
bloquer I'expression de ces isoenzymes en transfectant des oligonucléotides anti-sens
empéche la translocation nucléaire du NF-kB en réponse au LPS. Par contre, leurs
résultats démontrent que c’est en fait la translocation du dimére p50/p50 qui diminue.
Certaines études ont démontré que ce dimére aurait un réle d’inhibition de la transcription
[120]. Donc, il est possible que I’inhibition d’iNOS observée par ce groupe soit due a un
autre facteur que le NF-kB. En considérant le nombre de publications qui démontrent un
role pour PKC-¢ et § dans I’activation du NF-kB, il est peu surprenant d’avoir observé
que PKC-a ne régule pas I’activation du NF-xB en réponse au LPS [68, 70, 79, 80, 130].
Par contre, il est a noter que le role de la PKC-a. dans la translocation nucléaire du NF-xB

chez les souris PKC-a” n’a pas encore été étudié [76].

Suite a ces résultats, nous nous sommes penchés sur le rle de la PKC-o dans I’activation
des facteurs de transcription AP-1 et NF-IL6. Ces facteurs sont activés en réponse au
LPS et une quantité importante de génes ont, dans leur région promotrice, des séquences

de liaisons pour ces facteurs de transcription [3].

Nos résultats ont permis de démontrer que la PKC-a n’est pas impliquée dans la voie

d’activation d’AP-1 en réponse au LPS (chapitre 1, article 2, figure 1A et B [6]). Par
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contre, il est possible que PKC-a soit impliquée dans la voie d’activation de AP-1 lors du
pontage des récepteurs Fc puisque ’activation de ERK1/2, qui méne a I’activation et
phosphorylation de c-fos, est défectueuse dans les clones de la lignée RAW 264.7
surexprimant le DN PKC-a [72]. A I’heure actuelle, il est impossible d’affirmer avec
certitude si un ou plusieurs isoenzymes sont impliqués dans I’activation d’AP-1 puisque
les résultats ont été obtenus a 1’aide d’inhibiteurs de PKC [208]. Il sera intéressant
d’étudier le réle des PKC dans cette voie en utilisant des souris déficientes pour un

isoenzyme particulier.

Le rdle de la PKC-a dans I'activation du NF-IL6 a initialement été démontré chez la
lignée hépatocytaire humaine HepG2 [209]. Un réle indirect pour PKC-o a aussi été
suggéré dans la lignée murine NIH 3T3. Cette étude démontrait que Raf-1, qui est un
substrat pour PKC-a [210], peut aussi phosphoryler NF-IL6 [211]. Parallélement 2 ceci,
la p90 Rsk est activée en réponse au LPS [212] et est impliquée dans I’activation du NF-
IL6 [213]. Par contre, lors de nos essais kinases in vitro, nous avons observé que
["activation de p90 Rsk en réponse au LPS est normale dans les cellules RAW 264.7
surexprimant le DN PKC-a (annexe I, figure Fi et Fii). De plus, considérant I’importance
de c-Raf dans Iactivation de la voie de ERK1/2 [210], il est peu probable que cette kinase
soit affectée puisque I’activation de ERK1/2 en réponse au LPS n'est pas affectée par le

mutant DN PKC-a [4].

Nos travaux sur le réle de la PKC-a dans la régulation du NF-IL6 en réponse au LPS ont
permis de démontrer que cet isoenzyme pourrait étre impliqué dans la régulation de la
translocation nucléaire du NF-IL6. En effet, les niveaux du NF-IL6 induits par le LPS
sont comparables entre la lignée parentale et les clones de RAW 264.7 surexprimant le
DN PKC-a (chapitre 1, 2° article, fig 4A) [6]. Par contre, la quantité du NF-IL6
transloquée au noyau des clones de RAW 264.7 surexprimant le DN PKC-« suite & une

stimulation au LPS est tres faible (chapitre 1, 2° article, fig 4B) [6].

L’effet de la phosphorylation sur I’activation du NF-IL6 reste encore a4 déterminer

puisque plusieurs études ont démontré que la phosphorylation du NF-IL6 sur certains
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résidus inhibe son interaction avec I’ADN (214, 215]. De plus, tandis que la
phosphorylation du NF-IL6 en réponse au TGF-B a clairement été établie [213], sa
phosphorylation en réponse au LPS demeure spéculative [216]. Donc, PKC-a pourrait
etre impliquée dans I’activation d’une protéine responsable du transport du NF-IL6 au
noyau. Il a effectivement été démontré que NF-IL6 transloque au noyau via un

transporteur [217].

Il est aussi intéressant de noter que les clones de RAW 264.7 surexprimant le DN PKC-a.
sont déficients au niveau de la destruction de parasites intracellulaires [218]. Ces
déficiences pourraient étre attribuées a I’absence de G-CSF dont I’expression est régulée
par NF-IL6. En effet, le groupe de Gorvel a démontré que I'ajout de G-CSF aux
macrophages des souris NF-IL6™ restaurait leur capacité a éliminer certains pathogénes
intracellulaires [150]. I est aussi possible que la production de médiateurs
inflammatoires soit inhibée dans les clones DN PKC-o en réponse a certains pathogénes.
A cet effet, nous avons analysé l'expression des génes IL-1 et G-CSF et avons constaté
que leur expression était diminuée en réponse au LPS chez les clones de RAW 264.7
surexprimant le DN PKC-a. (chapitre 1, 2° article, figure SA et B) [6]. Il est possible que
cette inhibition soit causée par ’absence de translocation nucléaire du NF-ILG. 1l est
aussi intéressant de constater qu’une lignée de macrophages immortalisés a partir des
macrophages NF-IL6” et nos clones de RAW 264.7 surexprimant le DN PKC-a
répondent au LPS de fagon similaire [152].

Nous avons aussi observé que dans les clones de RAW 264.7 surexprimant le DN PKC-
a, ’expression de COX-2 en réponse au LPS est fortement diminuée [5]. Depuis
quelques années, plusieurs études ont démontré I’importance du NF-IL6 dans I'expression
de COX-2 en réponse au LPS [151, 219]. De plus, 'utilisation de souris NF-IL6” a
permis de déterminer que ce facteur a un rdle double dans ’expression de COX-2. 1l est
impliqué dans la «premiére vague» d’ARNm en tant qu’homodimére et dans la
« seconde vague », en tant qu’hétérodimére avec un autre membre de sa famille, C/EBP§

[216, 220]. 1l est donc tentant de relier ’absence de synthése d’ARNm d’IL-1, iNOS,
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COX-2 et G-CSF en réponse au LPS a l'inhibition de la translocation nucléaire du NF-
IL6.

La construction de souris PKC” permet maintenant d’étudier le réle d’un isoenzyme en
particulier sur plusieurs systémes en méme temps. Il est intéressant de constater que
I’élimination d’isoenzymes ubiquitaires, tels que les isoenzymes a. et &, ne soit pas létale
pour les souris {76, 80]. Nous sommes en droit de nous demander s’il n’y a pas de
redondances dans les fonctions des différents membres d’une méme sous-famille. Par
contre, I’élimination d’isoenzymes n’est pas sans conséquences pour les animaux. Par
exemple, les souris PKC-y” ont des troubles de mémoire et de raisonnement [73, 74].
Les souris PKC-p™, 87, 8'/',§ "“et®” ont toutes des déficiences immunitaires &
différents niveaux [75, 78-82]. Et finalement les souris PKC-o” exhibent des problémes
reliées a la signalisation induite par I’insuline [76]. Jusqu’a présent, I'effet d'éliminer un
isoenzyme n'a été étudié que sur un seul systéme ou type cellulaire. II sera fascinant a
’avenir de voir si les résultats obtenus a I’aide d’inhibiteurs, d’ARN anti-sens ou de
dominants-négatifs seront les mémes qu’avec les souris déficientes pour un ou des
combinaisons d’isoenzymes. Si une conclusion peut étre tirée de tous ces travaux, c’est

qu’il semble que chaque isoenzyme joue un réle unique dans un systéme en particulier.

148



6.0.Evasion de I’activation du macrophage par le parasite intracellulaire Leishmania

donovani

Le parasite Leishmania donovani est 1’agent responsable du Kala-azar (ou leishmaniose
viscérale) et cause des infections surtout en Afrique, en Asie et au sud de I'Europe [160,
164]. Un des plus graves problémes associés avec ce pathogéne est le manque de

traitements efficaces.

L'entrée de ce parasite dans le macrophage se fait de fagon silencieuse, grace, en partie, a
une molécule de surface, le LPG. Afin d’approfondir nos connaissances sur le réle du
LPG, nous avons analysé et comparé I’activation de facteurs de transcription lors de
I’infection de macrophages naifs et pré-stimulés & 'IFN-y en utilisant des promastigotes
de L. donovani de type sauvage et des mutants déficients dans la biosynthése du LPG.
Nous avons aussi examiné le role du LPG dans la sécrétion de médiateurs inflammatoires
lors de I’infection de cellules naives et pré-stimulées a ’IFN-y. Et finalement, nous avons
vérifié la possibilité que I’'IFN-y induise 1’expression d’un récepteur TLR impliqué dans
la reconnaissance d'une molécule du parasite en mesurant D’activité kinase d’IRAK,

molécule de signalisation commune a tous les TLR.

Dans un premier temps, nous avons vérifié I’activation des facteurs de transcription NF-
kB, AP-1 et NF-IL6 vue leur importance dans la régulation de I'expression de génes
inflammatoires. L’infection de macrophages naifs avec des promastigotes de L. donovani
de type sauvage mene a une baisse du niveau basal du NF-xB nucléaire (chapitre 2,
article 3, figure 1E). Nous avons aussi observé une baisse transitoire de translocation par
les promastigotes LPG™ (chapitre 2, article 3, figure 1F). Dans le but de vérifier I’effet
de I’infection de Leishmania sur I’expression de génes, Buates et Matlashewski ont pu
démontrer que plusieurs dizaines de génes sont modulés par ce parasite. Entre autre,
I’expression des génes de la famille Rel lors d'infections avec L. donovani était fortement
diminuée [185]. En sachant que le NF-xB contrdle I’expression de ces génes ainsi que

celle des CMH I et I1 [116, 221], il est intéressant de constater que I’infection de la lignée
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de macrophages murins RAW 264.7 par des promastigotes de L. donovani méne a une

diminution de la translocation nucléaire du NF-kB (chapitre 2, article 3, fig 1E et F).

La capacité du parasite a éviter I’activation du facteur AP-1 semble dépendre du LPG
puisque I’infection de macrophages naifs avec des promastigotes déficients en LPG
(LPG2’) mene a Iactivation de ce facteur (chapitre 2, 3° article, figure 1B). Par contre,
'infection de macrophages naifs avec des promastigotes de type sauvage n’induit pas
I’activation d’AP-1 (chapitre 2, 3° article, figure 1A). Puisque ERK 1/2 est impliqué dans
la voie de signalisation menant a I’activation d’AP-1, il est tentant de faire le paralléle
entre ces résultats et les résultats obtenus précédemment concernant I’activation de ERK
1/2 lors de I'infection de macrophages de moelle osseuse par des promastigotes déficients
en LPG [10]. L'activation du facteur NF-IL6 n'a pas été observée lors d’infection de
macrophages naifs par des promastigotes de type sauvage ou déficients en LPG (LPG2)

(chapitre 2, 3° article, figure 1C et D).

L’IFN-y est un des plus puissant activateur des macrophages et induit, entres autres, leurs
activités microbicides et tumoricides [57]. De plus, I'IFN-y confére aux macrophages
normalement susceptibles aux infections par Leishmania un phénotype résistant [192].
Afin de vérifier I’effet de ’IFN-y sur I’activation des facteurs de transcription lors de
I'infection par des promastigotes de Leishmania donovani, nous avons pré-stimulé des
macrophages RAW 264.7 avec I'I[FN-y 18 heures avant I’infection et avons constaté une
importante translocation nucléaire du NF-kB et AP-1 en réponse 4 l'infection et ce, par les
deux types de parasites utilisés (chapitre 2, 3° article, figure 2A et B). II a par contre été
impossible de vérifier I’activation du NF-IL6 lors d’infection de cellules pré-stimulées
puisque P'IFN-y induit [’activation du NF-IL6 [222]. Nous avons aussi analysé
l'expression des genes codant pour TNF-a et iNOS, lors de I’infection de macrophages
RAW 264.7 et de macrophages dérivés de moelle osseuse naifs et pré-stimulés a I’ITFN-y.
Alors que 'infection de cellules naives ne méne pas a l'induction de I'expression de ces
genes, I'infection de cellules pré-stimulées a I'IFN-y induit I'accumulation d’ARNm de
TNF-a et iNOS chez les macrophages dérivés de la moelle osseuse et d’iNOS chez la

lignée RAW 264.7 (chapitre 2, 3° article, figure 3A-D). Il est intéressant de constater que
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l'accumulation d’ARNm d’iNOS lors d’infections avec des L. donovani LPG2™ est
inférieure a celle observée lors d’infections avec des promastigotes de L. donovani de
type sauvage. Ceci concorde avec la plus faible production de NO observée dans nos

travaux antérieurs [10].

Les TLR sont une famille de protéines impliquées dans la reconnaissance de
microorganismes. Les membres qui la constituent reconnaissent chacun des PAMPs
différents [21] et peuvent s’hétérodimériser, augmentant ainsi le répertoire de molécules
reconnues [202]. Commune a tous les récepteurs TLR, ainsi qu’aux récepteurs IL-1 et
IL-18, sont les kinases de la famille IRAK. Il a été démontré que cette kinase n’est pas
essentielle aux réponses mais va permettre une réponse optimale & un microbe ou & une

cytokine [110, 112].

Les macrophages normalement susceptibles a I’infection par L. donovani acquiérent un
phénotype résistant a cette infection lorsqu’ils sont pré-stimulés & I'IFN-y [192]. Vu le
nombre grandissant de ligands reconnus par les récepteurs TLR, il nous semblait
important de vérifier la possibilité que la pré-stimulation puisse induire I’expression d’un
TLR et que ce récepteur reconnaisse une molécule exprimée 2 la surface du promastigote
de L. donovani, menant a I’activation d’IRAK-1. L’infection de BMM naifs avec des
promastigotes de type sauvage méne & une baisse d’activité basale d’IRAK, tandis que
I’infection avec des promastigotes déficients en LPG ([pg2™) n’a aucun effet sur I’activité
basale d’IRAK (chapitre 2, 3° article, figure 5B). Les résultats obtenus avec la lignée de
macrophages RAW 264.7 naifs sont similaires: alors que Dinfection par des
promastigotes de type sauvage méne 4 une faible activation transitoire d’IRAK,
I'infection avec les promastigotes LPG2™ provoque une activation plus forte (chapitre 2,
3¢ article, figure 5A). Afin de confirmer le role du LPG sur I’activation d’IRAK, nous
avons utilisé des promastigotes LPG™ dont I'expression du geéne délété a été rétablie a
l'aide d'un vecteur d'expression («rescue mutants»). Les résultats obtenus sont les méme
que lors de linfection avec des promastigotes de type sauvage, démontrant que la
présence du LPG module Iactivit¢ d’IRAK (chapitre 2, 3° article, figure SA et B).

Finalement, activation d’IRAK lors d’infections des macrophages pré-stimulés 4 I’'IFN-y
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par des parasites de type sauvage est supérieure a D’activation d’IRAK observée lors

d’infections par des parasites déficients en LPG (chapitre 2, figure 6 A-B).

Puisque la kinase IRAK-1 n’est activée qu’en réponse a I'IL-1, I'[L-18 et suite a
Iactivation des TLR, les résultats obtenus lors d’infections de macrophages pré-stimulés
avec de I'I[FN-y suggerent que la pré-stimulation a I'IFN-y induit I’expression d’un TLR
qui reconnait une ou des molécules exprimées 4 la surface du promastigote de L.
donovani. De plus, des résultats préliminaires obtenus dans notre laboratoire suggérent
qu’IRAK-1 joue un réle important dans la réponse anti-Leishmania des macrophages pre-
stimulés & ’IFN-y. En effet, I'inhibition de I’expression d’IRAK-1 par RNAi diminue
fortement la production de TNF-a en réponse a I’infection (J-F Flandin et A. Descoteaux,
communication personnelle). Il est clair que le LPG de L. donovani module certaines
réponses du macrophage. Par contre, la présence du LPG seul n’est pas suffisante pour
expliquer les réponses observées. En effet, lorsque nous avons exposé des macrophages
pré-stimulés a ’'IFN-y a des billes de latex recouvertes de LPG purifié, la sécrétion de
cytokines n’était pas supérieure a celle obtenue avec des billes nues (chapitre 2, 3° article,
figure 4 A-D). Certaines explications s’offrent & nous. Dans un premier temps, il nous
est impossible de déterminer avec exactitude le nombre de molécules présentes a la
surface des billes lorsque nous les recouvrons de LPG. Sachant qu’un promastigote
exprime environ 5 x 10° copies de la molécule de LPG 2 sa surface [156], il est possible
que la quantité de molécules de LPG présentes & la surface des billes soit insuffisante
pour induire une réponse chez les macrophages. Une autre possibilité est que le LPG et
une autre molécule présente a la surface de Leishmania soient reconnus ensemble par un
récepteur du macrophage. La «wmolécule accessoire» étant absente, les billes recouvertes

de LPG purifié seraient reconnues par un autre récepteur que les parasites.

Le LPG de L. donovani joue un role essentiel dans I’évasion du systéme immunitaire et
donc ultimement, dans la survie de la forme promastigote chez I'hdte mammifere. Ce
n’est pas le cas pour toutes les espéces de Leishmania. En effet, une étude récente a
démontré que des promastigotes de L. mexicana déficients en LPG sont aussi infectieux
que le type sauvage. Il a été proposé que les PPG (protéophosphoglycans) assurent la

virulence chez cette espéce [223]. Sachant que les promastigotes de L. donovani et L.
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major deficients en LPG ne peuvent survivre chez la mouche [161, 164], il serait
intéressant de vérifier la viabilité chez la mouche de sable des L. mexicana déficients en
LPG. En plus d’altérer les voies de signalisation, les parasites du genre Leishmania
utilisent d’autres mécanismes d’évasion. Un de ces mécanismes est le mimétisme
apoptotique.  Les cellules apoptotiques expriment a leur surface le phospholipide
phosphatidylsérine (PS), qui se trouve normalement dans la partie cytoplasmique. Ce
phospholipide est reconnu par les macrophages grace au CD14, ce qui leur permet de
phagocyter les cellules apoptotiques sans mener 4 une réponse inflammatoire [224].
L’amastigote utilise ce mécanisme : lorsqu’il lyse le macrophage, il acquiert de la
phosphatidylsérine (PS) de sa cellule-héte. 1l apparait donc comme une cellule
apoptotique et sera internalisé par un macrophage sans activer la réponse inflammatoire
[225]. En plus de la PS, les amastigotes expriment a leur surface d’autres glycolipides de
I’hdte afin d’éviter d’étre reconnus comme étant un organisme étranger [155].
L’infection par ce parasite méne a une diminution de I’expression de plusieurs dizaines de
geénes par des mécanismes qui restent encore 4 déterminer. Un fait intéressant est que,
parmi les génes dont I’expression est diminuée, on peut compter les récepteurs G-CSF et
TNF, tous deux impliqués dans la destruction parasitaire et I'activation du macrophage
[185]. Finalement, il a ét¢ démontré que les macrophages infectés par Leishmania
sécretent du TGF-B. Cette cytokine est associée avec une réponse de type Th2 et est

capable d’inhiber I’action de I'IFN-y, menant donc & une réponse non-protectrice et

bloquant effet activateur de I"IFN-y sur les macrophages [226].
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CONCLUSION GENERALE



Lors de cette étude, nous avons pu démontrer que la protéine kinase C-a est requise pour
l'activation du facteur de transcription NF-IL6 en réponse au LPS dans la lignée de
macrophages murin RAW 264.7. Alors qu’un lien entre les PKC et I’activation de NF-
IL6 était déja connu, aucun isoenzyme en particulier n’avait été impliqué jusqu’a présent.
Ce résultat permet d’éclaircir la voie de signalisation du NF-IL6 en réponse au LPS.
Dans I'état actuel des choses, il est impossible de dire exactement & quel niveau PKC-o se
situe dans cette voie. Puisque la phosphorylation du NF-IL6 en réponse au LPS n’a pu
étre démontrée, il est possible que PKC-a regule l'activité d'une des molécules participant
au transport du NF-IL6 du cytoplasme vers le noyau. Il serait intéressant, comme projet
futur, de générer une lignée RAW 264.7 déficiente en NF-IL6 afin de déterminer hors de
tout doute que ce facteur est responsable des déficiences observées en réponse au LPS
dans les clones de RAW 264.7 surexprimant le DN PKC-o.. Nous avons aussi démontré
que la présence du LPG de L. donovani affecte le niveau basal du NF-kB et joue un réle
dans I’évasion de I’activation du facteur de transcription AP-1. De plus, nos résultats
indiquent que la pré-stimulation avec I’I[FN-y induit une activit¢ IRAK accrue lors
d’infections avec des promastigotes de L. donovani de type sauvage. Il serait essentiel de
déterminer s’il s’agit effectivement d’un récepteur TLR et d’identifier ce récepteur. De
plus, étant donné que le LPG ne semble pas étre la seule molécule impliquée dans la
reconnaissance de L. donovani, il serait également important de déterminer quelle(s)

autre(s) molécule(s) est (sont) impliquée(s).
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ANNEXE I



Figure E: Effet de la surexpression d'un DN PKC-a sur I'activité transcriptionnelle du
NF-xB.
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Légende figure E: Effet de la surexpression d'un DN PKC-a sur l'activité transcriptionnelle du
NF-kB. Des cellules contrdles (transfectées avec le vecteur seul) ou surexprimant un DN
PKC-a (clone C2) ont été transfectées de maniére transitoire avec le plasmide rapporteur
luciférase sous le contréle du facteur NF-kB pour 5 heures. Les cellules ont été laissées dans
du milieu frais pendant 18 heures avant de les exposées (barres pleines) ou non (barres vides) a
100 ng/ml de LPS pour 4 heures. Les cellules ont été ensuite lysées et I'activité luciférase
mesurée.
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Figure F: Effet de la surexpression d'un DN PKC-a sur I'activation de la pP9ORSK.
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Légende figure F: Effet de la surexpression d'un DN PKC-a sur 'activation de la p90RSK.
Des cellules contrdles (transfectées avec le vecteur seul) ou surexprimant un DN PKC-a
(clone C2) ont été laissées au repos ou stimulées avec du LPS. En A), la p90RSK a été
immunoprécipitée et un immunobuvardage contre la forme phosphorylée (haut) et totale (bas)
a été effectuée. En B), la forme totale de RSK a été immunoprécipitée. L'activité a été
mesurée en incubant la protéine immunoprécipitée avec du y-"P-ATP et le peptide substrat
S6 (Upstate biotechnologie). Les résultats sont une moyenne des CPM/pg de protéines
totales. Les barres vides représentent les cellules au repos et les barres pleines représentent
les cellules stimulées au LPS.
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