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SOMMAIRE



En participant & plusieurs fonctions immunitaires, le macrophage occupe une place
centrale aussi bien dans I'immunité innée que dans I’immunité acquise. La plupart des
fonctions du macrophage sont inductibles et son exposition a divers stimuli déclenche
une série d’événements intracellulaires complexes, incluant 1’activation des protéines
kinases C (PKCs), qui ultimement méneront a ’expression de différents génes impliqués

dans la modulation des fonctions du macrophage.

Les résultats obtenus tout au long de ces travaux nous ont conduit a préciser les
mécanismes moléculaires qui ménent a I’expression de la cyclooxygénase (COX)-2 et du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II, nous permettant ainsi
d’atteindre 1’objectif général de cette étude qui consistait & mieux comprendre
I’activation des fonctions du macrophage, respectivement dans I’inflammation et la
présentation antigénique. Des clones de la lignée de macrophages murins RAW 264.7
surexprimant un mutant dominant-négatif (DN) de I’isoenzyme o de PKC se sont avérés
des outils indispensables afin de mettre en évidence, dans un premier temps, le role de cet
isoenzyme dans la régulation de I’expression de la cyclooxygénase (COX)-2 en réponse
au LPS et a ’IFN-y. Plus précisément, en réponse au LPS, la surexpression du mutant
DN de PKC-a engendre une diminution de I’expression de COX-2 sans pour autant
diminuer la sécrétion des PGE,, tandis qu’en réponse a I’IFN-y, on observe plut6t une
augmentation de I’expression de COX-2 ainsi que de la sécrétion des PGE,. Dans un
deuxiéme temps, nos résultats indiquent qu’en agissant sur la transcription du gene

CITA dépendante de l'activation du facteur de transcription IRF-1, PKC-a. contribue

également & moduler l'expression du CMH II en réponse a I’IFN-y.

Afin d’échapper a la reconnaissance par les cellules T et ainsi promouvoir leur survie a
l'intérieur de 1'héte, plusieurs microorganismes inhibent I’expression du CMH II par des
mécanismes qui restent encore mal connus. Par conséquent, les expériences proposées
dans la derniére partie de cette étude avaient pour but de mieux comprendre la stratégie
qu’utilise le parasite intracellulaire obligatoire Leishmania donovani pour mener a

P’inhibition de I'expression du CMH II.
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PREFACE



Les travaux présentés dans cette thése sont regroupés sous forme de 3 publications.
L’implication de chacun des auteurs est présentée ici dans le but de bien dégager la

contribution personnelle de I’auteure principale de cette thése. Deux de ces articles sont

déja publiés dans Journal of Immunology :

Article I: Giroux, M. et Descoteaux, A. Cyclooxygenase-2 expression in
macrophages :modulation by Protein Kinase C-a. J. Immunol. 2000. 165 (7). 3985-
3991.

Article II : Giroux, M. Schmidt, M. et Descoteaux, A. IFN-y-induced MHC class 1I
expression : transactivation of CIITA promoter IV by IRF-1 is regulated by Protein
Kinase C-o. J. Immunol. 2003. 171 (8) 4187-4194.

Le troisieme article (Giroux, M. et Descoteaux A. The inhibition of IFN-y-induced
Class II transactivator expression in Leishmania donovani-infected macrophages
correlates with the inhibition of protein kinase C-a nuclear translocation) est

présentement sous forme de manuscript.

Ces travaux ont été effectués sous la direction du Dr. Albert Descoteaux, celui-ci
ayant fourni ’encadrement scientifique nécessaire & ’accomplissement global de ce
projet de doctorat. A noter que les clones des macrophages murins RAW 264.7
surexprimant le mutant dominant-négatif (DN) de PKC-a qui ont été utilisés pour
effectuer la majorité des travaux présentés dans les 2 premiéres publications ont €té
préalablement générés par Anik St-Denis (St-Denis et al., 1998). De plus, Marcel
Desrosiers a fourni une aide précieuse et considérable pour les expériences de

microscopie confocale présentées dans les publications II et III.

Les résultats présentés dans la publication I ont permis de mieux comprendre le
rdle de PKC-oo dans l’expression de la cyclooxygénase (COX)-2 (Giroux and
Descoteaux, 2000). L’ensemble des expériences ainsi que la rédaction de cet article ont

été effectués par 1’auteure de cette thése sous la supervision du Dr. Albert Descoteaux.

xviii



La publication II avait pour but de décrire I'implication de PKC-o. dans
’expression du CMH de classe II en réponse a I’TFN-y (Giroux et al., 2003). L’auteure de
cette thése a contribué a la totalité des expériences présentées dans cette publication, de
méme qu’a la rédaction, sous la supervision du Dr. Albert Descoteaux. Par contre, il est &
noter que le vecteur rapporteur contenant le promoteur IV du géne CIITA ainsi que les
différents plasmides d’expression utilisés pour les expériences de transfections
transitoires nous ont été fournis par un collaborateur, le Dr. Manuel Schmidt, qui a

d’ailleurs contribué en partie a la rédaction et la correction de cet article.

Le troisiéme article scientifique regroupe une série d’expériences dont les
résultats ont permis de mieux comprendre la stratégie utilisée par le parasite Leishmania
donovani pour inhiber ’expression du CMH II chez le macrophage. L’ensemble de ces
travaux ainsi que la rédaction de ce manuscript ont aussi été effectués par I’auteure de

cette thése sous la supervision du Dr. Albert Descoteaux.
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INTRODUCTION



En plus d’é&tre une importante cellule phagocytaire, le macrophage est également
reconnu comme un élément majeur jouant un réle-clé tant au niveau de I’inflammation
que de la présentation antigénique (Adams and Hamilton, 1987; Unanue and Allen,
1987). Les LPS et ’IFN-y sont considérés comme de puissants activateurs des différentes
fonctions du macrophage (Adams and Hamilton, 1984; Adams and Hamilton, 1987).
Conséquemment, suite a son exposition a ces divers stimuli, de nombreuses cascades de
signalisation sont engendrées incluant 1’activation des protéines tyrosines kinases (PTK)
et des protéines sérine-thréonine kinases telles les PKC (Adams and Hamilton, 1987;

Wright et al., 1990).

La PKC a tout d’abord été caractérisée comme une protéine sérine-thréonine
kinase dépendante des phospholipides et du Ca®" intracellulaire dont I’activité requiert le
diacylglycérol (DAG). Par la suite, il a été établt que PKC est plutét une famille de
protéine sérine-thréonine kinases comprenant douze isoenzymes dont sept sont exprimés
chez le macrophage (o, PI et BIL, €, 8, n, ) (Nishizuka, 1992). Tandis que d’une part nos
connaissances demeurent encore relativement limitées sur le(s) role(s) respectif(s) de
chacun de ces isoenzymes chez le macrophage, [I’utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques a d’autre part permis de mettre en évidence le role central de PKC
dans la transduction des signaux chez le macrophage ainsi que son implication dans la
modulation de plusieurs de ses fonctions (Novotney et al., 1991; Shapira et al., 1994;

Taniguchi et al., 1989).

D’ailleurs, des résultats précédents basés sur l’utilisation d’inhibiteurs ou
d’activateurs pharmacologiques de PKC suggerent que la synthése des prostaglandines E,
(PGE,) nécessite I’activation de PKC chez la lignée de macrophages murins RAW 264.7
ainsi que chez les macrophages péritonéaux (Burch, 1987; Pfannkuche et al., 1986). Les
PGs sont d’importants médiateurs inflammatoires et immunitaires dont la sécrétion est
induite par une grande variété de stimuli incluant les LPS, les phorbols esters, différentes
cytokines et la phagocytose (Burch, 1987). Sécrétées en grande quantité par le
macrophage, les PGE, agissent de fagon autocrine pour réguler plusieurs de ses fonctions

effectrices dont principalement 1’inflammation (Dubois et al., 1998; Russell and Pace,



1984). Les cyclooxygénases (COXs) qui sont les enzymes-clé responsables de catalyser
la conversion de I’acide arachidonique (AA) en PGs existent en deux isoformes qui
exercent des fonctions physiologiques différentes. Tandis que COX-1 est exprimé
constitutivement chez la plupart des cellules pour contrdler I’homéostatie (Dubois et al.,
1998; Langenbach et al., 1995), COX-2 est inductible principalement chez les cellules
qui jouent un rdle au niveau de I'inflammation notamment le macrophage, les cellules

endothéliales et les fibroblastes (Morham et al., 1995).

Les molécules du CMH de classe II jouent un rdle central dans le déclenchement
et le contrdle des réponses immunitaires par leur capacité a présenter des peptides dérivés
d'antigénes extracellulaires aux lymphocytes T CD4". Constitutivement exprimées que
sur les cellules présentatrices d’antigénes (CPA, monocytes/macrophages, cellules B et
cellules dendritiques), les molécules du CMH II peuvent toutefois étre exprimées sur la
plupart des types cellulaires en réponse a I’JFN-y (Boss, 1997; Mach et al., 1996; Reith
and Mach, 2001). Différentes études basées sur l'utilisation d'inhibiteurs
pharmacologiques suggérent une implication de PKC dans la régulation de I’expression
du CMH II en réponse a I’IFN-y chez le macrophage et les astrocytes (Fan et al., 1988;
Lee et al., 1995; Politis and Vogel, 1990). De plus, il a été démontré que la
microinjection de macrophages péritonéaux avec de la PKC purifiée était suffisante pour
induire ’expression du CMH II (Smith et al., 1992). Dans le contexte d’une interaction
hote-pathogéne, une régulation précise de l'expression des molécules du CMH II s’avére
cruciale pour le développement d'une réponse immune adaptative adéquate et
conséquemment pour réussir a contréler la réplication d’un pathogéne (Schwartz, 1986).
Or, pour persister & I’intérieur de ’hdte, plusieurs microorganismes interférent avec le
processus de présentation antigénique évitant de cette fagon la reconnaissance par les
cellules T. Des études indiquent, par exemple, que la présentation antigénique est
déficiente chez des macrophages infectés avec certaines espéces du parasite
intracellulaire obligatoire Leishmania (Courret et al., 1999; Fruth et al., 1993; Kima et al.,

1996; Prina et al., 1996; Wolfram et al., 1995).



Depuis quelques années, les différents travaux effectués dans le laboratoire ont
permis d’apporter des précisions considérables quant au role de PKC-o chez le
macrophage. Ainsi, il a été démontré que PKC-a participe tant a la phagocytose (Breton
and Descoteaux, 2000) et au contrdle de la réplication intracellulaire de pathogénes (St-
Denis et al., 1999) qu’a la modulation de certaines réponses inflammatoires induites par
le LPS (Chano and Descoteaux, 2002; St-Denis et al., 1998). En se basant sur ces
différents résultats et sur les évidences indirectes concernant le role de PKC au niveau de
la sécrétion des PGE; et de ’expression du CMH II chez le macrophage, 1’objectif global
du présent projet consistait & préciser davantage les mécanismes moléculaires qui
conduisent a la régulation de I’inflammation et de la présentation antigénique chez le

macrophage. Pour ce faire, le projet reposait sur trois objectifs spécifiques :

1) Elucider le réle de PKC-a dans la modulation de I’expression de COX-2

2) Déterminer les mécanismes moléculaires par lesquels PKC-o module I’expression
du CMH II en réponse a I'IFN-y

3) Etudier I’expression du CMH II induite par I’'I[FN-y dans le contexte d’une

infection par la forme amastigote du parasite Leishmania donovani

Le corps de cette thése est constitué des chapitres I et II qui regroupent trois articles,
lesquels englobent I’ensemble des résultats obtenus lors de 1’étude de ces différents
objectifs. Ces chapitres sont précédés d’une revue bibliographique divisée en 5 parties
distinctes décrivant les principaux éléments traités dans ces trois articles (Macrophage,

Protéine kinase C, Interféron-y, CMH de classe II, Leishmania).
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1. Le Macrophage

1.1 Description

Au début du 20°™ siécle, le macrophage a été décrit par Elie Metchnikoff comme une
large cellule mononucléée capable de phagocyter et détruire certaines bactéries.
Aujourd'hui, le macrophage est reconnu comme une importante cellule effectrice du
systtme de défense de I'hdte en participant autant & I'immunité innée qu'a ''mmunité
acquise (Adams and Hamilton, 1984; Gordon, 1998). Il est caractérisé principalement par
sa grande taille (25 & 50 pum de diamétre) et sa forme irréguliére, son noyau homogene
dans un ample cytoplasme, son cytosquelette dense composé de filaments d'actine
responsables de la motilité générale de la cellule et par la présence a sa surface de

nombreux récepteurs importants pour la plupart de ses fonctions effectrices (Auger,

1993).

Dérivée de la moélle osseuse, la forme monocytaire que l'on retrouve dans la
circulation sanguine origine de la différenciation des promonocytes provenant de la
division d'un monoblaste qui est le stade précoce du développement des macrophages.
Les monocytes représentent 1 & 6% des leukocytes circulants et leur migration a travers
les vaisseaux sanguins leur permettra d'atteindre la plupart des tissus devenant ainst des
macrophages matures résidents. Pour faciliter sa migration vers les tissus et aux sites de
réactions inflammatoires, le monocyte exprime entre autre a sa surface la protéine LFA-1
qui interagit avec ICAM-1, une molécule d'adhésion présente a la surface des cellules de

'endothélium (Auger, 1993).
1.2 Fonctions

Le macrophage joue un rdle central dans l'initiation et le contréle des réponses
immunitaires et inflammatoires (Adams and Hamilton, 1987). La phagocytose, la
présentation antigénique et la sécrétion de médiateurs solubles sont trois fonctions

majeures du macrophage.



1.2.1 La phagocytose

La phagocytose de microorganismes pathogénes consiste en la prise en charge et
la destruction de particules, incluant les microorganismes extracellulaires, dont la taille
est supérieure & 0.5um (Allen and Aderem, 1996). Il s'agit d'un phénomeéne indépendant
de la clathrine qui implique plutét des mécanismes nécessitant la réorganisation du
cytosquelette d’actine (Greenberg, 1993). A cause de leur compétence dans
I’internalisation de particules, les macrophages et les neutrophiles sont considérés comme

des phagocytes professionnels (Aderem and Underhill, 1999).

L'internalisation d'une particule est initiée suite a l'interaction des ligands exposés
a sa surface avec les récepteurs spécifiques présents sur le phagocyte (Greenberg, 1993)
(voir la section 1.3.1 pour connaitre les principaux récepteurs impliqués dans la
phagocytose). La particule internalisée se retrouve dans une vacuole, le phagosome. Ce
dernier, suite 4 une série d'événements de fusion et de fission avec différents
compartiments endosomaux, se transforme en un compartiment acide et riche en
hydrolases, le phagolysosome, dans lequel la particule sera digérée (Desjardins, 1995).
Bien que la phagocytose est responsable de I'élimination de la plupart des
microorganismes, certains réussissent a subvertir ce processus en utilisant diverses
stratégies leur permettant de proliférer et survivre a l'intérieur de la cellule (Aderem and

Underhill, 1999; Desjardins and Descoteaux, 1998; Finlay and Cossart, 1997).

En plus de son implication dans la destruction de microorganismes, le
macrophage élimine également les cellules apoptotiques et sénescentes dans le but de
protéger l'organisme de leur contenu potentiellement toxique (Savill et al., 1993). Parmi
les récepteurs de phagocytose présents a la surface du macrophage, certains participent a
la reconnaissance et a I’internalisation des cellules apoptotiques (Platt et al., 1998; Savill
et al, 1993) (voir section 1.3.1 pour connaitre les récepteurs impliqués dans la

phagocytose).



1.2.2 La présentation antigénique

En établissant le lien entre la réponse immunitaire innée et acquise, la
présentation antigénique est considérée comme un événement pivot dans I'organisation
d'une réponse immunitaire adéquate (Whitton, 1998). Le macrophage joue un rdle
essentiel dans l'initiation des réponses immunes acquises a cause de sa capacité a activer
les lymphocytes T en leur présentant des peptides antigéniques liés aux molécules du

CMH de classe I ou II (Adams and Hamilton, 1987; Whitton, 1998).

Les molécules du CMH I sont exprimées sur la plupart des types cellulaires et
lient les peptides antigéniques générés par un organelle protéolytique appelé protéasome.
Ces peptides sont reconnus par les lymphocytes T CD8". Pour leur part, les molécules du
CMH I interagissent avec les cellules T CD4" en leur présentant des peptides dérivés de
protéines qui sont dégradées dans la voie endosomale suite a4 la phagocytose d'une
particule. L'expression de ces molécules est restreinte aux CPA spécialisées, incluant les

cellules B, les cellules dendritiques et les macrophages.
1.2.3 La sécrétion de médiateurs solubles

Le macrophage sécréte plusieurs médiateurs solubles qui influencent I'initiation et

le maintien des réponses immunitaires et inflammatoires (Gordon, 1998).

Le TNF-oo et IL-1 sont deux cytokines pro-inflammatoires sécrétées par le
macrophage en réponse a divers stimuli tels que le LPS des bactéries & Gram négatif. En
synergie avec I'[FN-y, le TNF-a est un puissant activateur des fonctions du macrophage
(Farrar and Schreiber, 1993; Vassalli, 1992). L'IL-12 est une cytokine produite
majoritairement par le macrophage en réponse a plusieurs pathogénes. Elle favorise la
production d'TFN-y par les lymphocytes T activés et les cellules NK et ainsi, elle détient
une place centrale dans I'élimination des pathogeénes intracellulaires en orientant la
réponse immunitaire vers une réponse cellulaire de type Thl (Sutterwala and Mosser,

1999). Le NO est un important agent anti-microbien qui contréle la réplication et



I'élimination de pathogénes intracellulaires (Bogdan et al., 2000). Les PGs sont
d'importants médiateurs inflammatoires dont la sécrétion est induite par le LPS,
différentes cytokines, les phorbol esters et la phagocytose. Le macrophage sécréte de
grande quantité de PGE, qui peuvent agir de fagon autocrine pour activer ou inhiber

certaines de ses fonctions (Dubois et al., 1998; Russell and Pace, 1984).

1.3 Récepteurs

La présence de plusieurs récepteurs a la surface du macrophage lui permet de
répondre rapidement et efficacement & divers stimuli rencontrés dans son environnement.
L'interaction de ces récepteurs avec leurs ligands respectifs entraine notamment la
reconnaissance et l'internalisation d'une particule ainsi que l'activation de nombreuses
voies de signalisation qui ménent a la sécrétion de médiateurs solubles responsables de

moduler les réponses inflammatoires et immunitaires (Auger, 1993; Underhill and

Ozinsky, 2002a).
1.3.1 Récepteurs de phagocytose

La plupart des pathogénes expriment & leur surface des motifs conservés
essentiels a leur biologie qui, par conséquent, ne sont pas sujets a un haut niveau de
mutations. Janeway a proposé d'appeler ces motifs des «pathogen-associated molecular
patterns» (PAMPs) et les récepteurs responsables de leur reconnaissance des «pathogen
recognition receptors» (PRRs) (Janeway, 1992). Les "PAMPs" incluent les résidus
mannanes présents dans la paroi cellulaire des levures, les peptides formylés chez la
plupart des bactéries, le LPS chez les bactéries & Gram négatif et les acides teichoiques
chez les bactéries 4 Gram positif. Le récepteur mannose (MR), les intégrines et les
récepteurs scavengers (SR) sont les principaux récepteurs impliqués dans la
reconnaissance de ces différents motifs (Stahl and Ezekowitz, 1998; Underhill and
Ozinsky, 2002a). Parmi ces récepteurs, certains SR de classe A (SR-AI et II) et B (CD36
et SR-BI) exprimés chez le macrophage permettent de reconnaitre et d’internaliser

spécifiquement les cellules apoptotiques en liant les lipoprotéines de faible densite, la



phosphatidylsérine et les composés polyanioniques retrouvés principalement a la surface

de ces cellules (Platt et al., 1996; Savill et al., 1993).

Les opsonines, comme les anticorps ou les molécules du complément, entourent
la particule pour ensuite interagir avec des récepteurs spécifiques (Greenberg, 1993). Les
mieux caractérisés sont les récepteurs pour la portion Fc des IgG (FcyR) et ceux pour la

protéine du complément C3bi (CR3) (Carroll, 1998; Daeron, 1997).

Les FcyRs sont divisés en deux classes: les récepteurs activateurs qui possédent,
dans leurs domaines intracellulaires, des motifs ITAMSs responsables du recrutement de
différentes kinases et les récepteurs inhibiteurs contenant des motifs ITIMs qui recrutent
plutdt des phosphatases (Daeron, 1997). L'engagement des récepteurs Fcy activateurs
induit leur phosphorylation sur des résidus tyrosine suivie par une hausse de la
concentration du Ca®" intracellulaire et finalement par le réarrangement du cytosquelette
d'actine qui méne a l'internalisation de la particule opsonisée (Daeron, 1997; Greenberg et
al., 1993). En plus de déclencher la phagocytose, l'activation des FcyRs méne a 'ADCC
(Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) et a la production d'anions superoxide et de
cytokines (Ravetch and Clynes, 1998).

Les protéines du complément sont reconnus par des récepteurs spécifiques
incluant le CR1, le CR3 et le CR4 (Carroll, 1998). L’interaction du CR3 avec une
particule opsonisée entraine une réorganisation du cytosquelette d'actine, I'activation de la
PI 3-kinase et l'augmentation de la concentration de Ca®* intracellulaire (Greenberg,
1995). Contrairement aux FcyRs, la phagocytose médiée par le CR3 n'augmente pas la
phosphorylation sur résidus tyrosine et ne déclenche pas de "flambée oxidative"
caractérisée par le relachement d'anions superoxide (Aderem et al., 1985; Wright and

Silverstein, 1983).

10



1.3.2 Récepteurs d'activation

Les membres de la famille des TLRs occupent une place centrale dans la
reconnaissance d'un large spectre de pathogénes ainsi que dans l'activation des voies de
signalisation menant 3 I'initiation des réponses inflammatoires (Aderem and Ulevitch,
2000; Gordon, 2002). Cette famille de récepteurs a tout d'abord été décrite chez
Drosophila et TLR4, reconnu aujourd’hui comme le principal récepteur du LPS, a été le
premier homologue humain a étre cloné (Medzhitov et al., 1997; Tapping et al., 2000)
(voir la section 1.4 pour de plus amples informations concernant le LPS et TLR4). Ace
jour, 13 membres de cette famille ont été identifiés chez I'humain (TLR1 a TLR13). Bien
que TLR2 et TLR4 sont les récepteurs les mieux caractérisés, on sait que TLR3 lie
’ARN double brin (Alexopoulou et al., 2001), TLR-5 reconnait les bactéries a Gram
positif et & Gram négatif en liant la flagelline (Hayashi et al., 2001) et TLR-9 reconnait
I’ADN bactérien (Hemmi et al., 2000). Plusieurs études sont présentement en cours afin
de préciser et/ou d’identifier le(s) ligand(s) spécifique(s) ainsi que le role physiologique

des différents TLRs connus (Dobrovolskaia and Vogel, 2002).

Le macrophage exprime aussi a sa surface une panoplie de récepteurs spécifiques
pour plusieurs cytokines. L'interaction de ces récepteurs avec leur ligand respectif

contribue 2 activer et moduler les diverses fonctions de la cellule (Auger, 1993).

1.4 Les lipopolysaccharides (LPS)

Le LPS, constituant majeur de la paroi des bactéries & Gram négatif, est un
puissant activateur des fonctions du macrophage (Ulevitch and Tobias, 1995).
L’exposition du macrophage a de faibles quantités de LPS déclenche la sécrétion de
plusieurs cytokines incluant le TNF-a., I’'IL-1, I’IL-6 et I'IL-10 ainsi que la production de
différents médiateurs inflammatoires tels que les prostanoides, les leukotricnes et le NO
lesquels ensemble modulent I’activité anti-microbienne de la cellule (Dinarello, 1996;
Ulevitch and Tobias, 1995). Par contre, en trop grande quantité, le LPS peut conduire a

une réponse systémique grave, le choc septique, causée par une suractivation du
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macrophage qui sécréte alors des doses anormalement élevées de médiateurs pro-
inflammatoires (Akira, 2001; Morrison and Ryan, 1987). Le choc septique représente une
des principales complications des infections a bactéries & Gram négatif et est caractérisé
par des réactions pathophysiologiques qui conduisent & une défaillance géneralisee de

plusieurs organes et ultimement 4 la mort (Gutierrez-Ramos and Bluethmann, 1997).

1.4.1 Structure

La structure du LPS pour I’ensemble des bactéries 2 Gram négatif consiste en une
portion polysaccharidique liée de fagon covalente a4 un composé lipidique, appelé lipide
A (Voir Figure 1) (Luderitz, 1982). La portion polysaccharidique se divise en deux
régions distinctes : un noyau oligosaccharidique directement lié au lipide A et une chaine
composée d’unités répétitives d’oligosaccharides, communément appelé O-antigéne ou
chaine spécifique-O, laquelle est trés variable et conséquemment, spécifique a chacune
des souches bactériennes (Netea et al., 2002; Rietschel et al., 1982). La fonction
biologique du LPS est attribuée principalement au lipide A et malgré que sa structure soit
relativement conservée d’une espéce bactérienne a l’autre, sa conformation
tridimensionnelle peut varier entrainant ainsi des réponses pro-inflammatoires différentes

(Netea et al., 2002).
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Unité répétitive Noyau  Noyau
exténeur 1intérieur
I | | |
Chalne spécifique-O ou O-antigéne Noyau Lipide A
L 1l J
Polysaccharide Lipide

Figure 1 : Structure du LPS

Le LPS est composé d’une portion polysaccharidique et d*une portion lipidique. La
chaine spécifique-O ou O-antigéne est unique a chaque type de LPS et sert ainsi a
déterminer le sérotype d’une bactérie. Pour sa part, le lipide A est responsable de

Pactivité biologique et de la toxicité du LPS.
(Luderitz, O et al. Lipopolysacchandes of gram-negative bacteria. /z Razin §, Rotten S (eds) Current
Topics in membranes and transport, vol 17. Academic, New York. 1982. pp 79-151)

1.4.2 Récepteur

Considéré tout d’abord comme un simple marqueur de différenciation exprimé a
la surface du monocyte et du macrophage, CD14, une glycoprotéine attachée a la surface
cellulaire via une ancre GPI, a par la suite été décrit comme le principal récepteur du LPS
(Bazil et al., 1989; Haziot et al., 1988; Wright et al., 1990). Etant donné que CD14 ne
posséde pas de région cytoplasmique, ’initiation du signal induit par le LPS dépend ainsi
d’une autre molécule de signalisation (Haziot et al., 1996; Perera et al.,, 1997).
Récemment, le clonage et la caractérisation des membres de la famille des TLRs a permis
d’identifier TLR4 comme le récepteur qui initie la cascade de signalisation induite par le
LPS (Poltorak et al., 1998). Des études révélent que TLR2 peut aussi de fagon
exceptionelle distinguer des formes de LPS qui sont structurellement différentes de celles

reconnues par TLR4 (Netea et al., 2002).
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1.4.3 Voie de signalisation majeure

L’identification des principales protéines associées 8 TLR4 a permis de préciser la

cascade de signalisation médiée par ce récepteur en réponse au LPS (Voir figure 2).

L

/
MyD88 //
Ko /
RAK /
/
s
TRAFG | —— | ECSIT —( P1aPKs )
TAK1 \ /
TAB 1/2 [-I—m
NFxB

Figure 2: Cascade de signalisation médiée par TLR4 en réponse au LPS

Suite 4 la liaison du LPS au complexe CD14/TLR4/MD-2, il y aura recrutement de MyD88
au domaine TIR de TLR4 conduisant a 1'activation d’IRAK, au recrutement de TRAF6 et

ultimement & I"activation de NF «<B. La protéine TIRAP, aussi connue sous le nom de Mal,
fait partie du mécanisme de signalisation indépendant de MyD88. ECSIT (Evolutionnary

Conserved Signaling Intermediate in Toll pathway) est une protéine intermédiaire additionelle
qui relie TRAF6 a la voie des MAPK s (JNK,p38 et ERKss).

(Lien, E and Ingalls, RR. Toll-like receptots. 2002. Cnit Care Med)

Briévement, le LPS lie la LBP présente dans le sérum, ce qui facilite son
interaction avec le CD14 (Schumann et al., 1990) qui est lui-méme physiquement associé
avec un complexe composé de TLR4 et de MD-2, une molécule accessoire extracellulaire
essentielle a la reconnaissance du LPS (Lien and Ingalls, 2002; Shimazu et al., 1999;
Underhill and Ozinsky, 2002b). Par la suite, TLR4 s’homodimérise et la protéine
adaptatrice MyD88, présente dans le cytoplasme, est recrutée via son domaine TIR au
domaine cytoplasmique du récepteur. Ceci entraine alors le recrutement et la

phosphorylation d’IRAK, le recrutement de TRAF-6 et ultimement 1’activation du facteur
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de transcription NF-xB (Aderem and Ulevitch, 2000; Akira et al., 2001; Cao et al., 1996;
Lien and Ingalls, 2002). NF-IL6, AP-1, PU.1 et c-jun/ATF2 sont aussi des médiateurs
intracellulaires reconnus pour leur implication dans la transcription des génes exprimés

en réponse au LPS (Sweet and Hume, 1996).

Différentes études basées sur I’utilisation de souris MyD88'/ " révelent que
lactivation de NF-xB peut étre médiée indépendemment de cette protéine adaptatrice
(Kaisho et al., 2001; Kawai et al., 1999; Seki et al., 2001). Ces résultats ont d’ailleurs été
confirmés par I’identification de TIRAP, une molécule adaptatrice associée 8 TLR4, aussi
connue sous le nom de Mal, responsable de la transduction du signal via un mécanisme

indépendant de MyD88 (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2001).

2. Protéine Kinase C (PKC)

2.1 Caractéristiques

Nishizuka et collaborateurs ont tout d'abord décrit la PKC comme une kinase
cytoplasmique, dépendante des phospholipides et du Ca®" intracellulaire, capable de
phosphoryler les histones sur des résidus sérine (Takai et al., 1977). Il a par la suite été
établi que l'activité de PKC était régulée par le DAG, un produit dérivé du cycle des
phosphatidylinositols considéré comme un second messager majeur, ainsi que par les
phorbols esters (Castagna et al., 1982; Kishimoto et al., 1980). Bien qu'initialement on
croyait que PKC ne constituait qu'une seule entité, plusieurs études ont révélé que PKC
est plutdt une famille de protéine sérine/thréonine kinases regroupant plusieurs membres
(Nishizuka, 1992). PKC posséde un rdle central dans la signalisation et conséquemment,
elle est associée a diverses fonctions cellulaires régulatrices comprenant la modulation de
la sécrétion, l'activation cellulaire, la mitogenése, la tumorigenése et la différenciation

(Blobe et al., 1996).
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2.1.1 Mécanisme d'activation

De fagon classique, le Ca®*, les phospholipides membranaires et le DAG agissent
de concert pour activer PKC. La PLCB1 provoque le clivage du PIP, en DAG et en IP;.
Ce dernier initie la hausse des niveaux de Ca* intracellulaire en interagissant avec des
récepteurs spécifiques situés sur le réticulum endoplasmique (Berridge, 1993)
L’augmentation des niveaux de calcium permet a PKC de transloquer a la membrane et
de s'y associer en se liant & des PS (Hannun et al., 1985; Takai et al., 1979). Des études
réalisées par Hannun et collaborateurs démontrent que suite a son association avec la
membrane, PKC demeure inactive et que son interaction subséquente avec le DAG est
essentielle 4 son activation (Hannun et al., 1985; Hannun et al., 1986). Les phorbols
esters, comme par exemple le TPA, sont des composés relativement stables qui miment
l'action du DAG et qui activent PKC par le méme mécanisme (Castagna et al., 1982;

Hannun and Bell, 1986).

Depuis que le DAG a été décrit comme un important activateur de PKC (Kishimoto et
al., 1980), de nombreux autres composés lipidiques pouvant agir sur PKC en tant
qu'activateurs ou que co-facteurs ont été suggérés, incluant différents produits dérivés du
cycle des PI (PIP; et PIP3), I’AA ainsi que les lysophospholipides produits par la PLA; et
le PA produit par la PLD (Blobe et al., 1996).

2.1.2 Isoenzymes

A 1a fin des années 1980, le clonage et le séquengage du géne de PKC ont permis
I’identification et la caractérisation des douze (12) isoenzymes qui composent cette
famille de protéine sérine-thréonine kinases (Blobe et al., 1996). A cause de leur structure
et des co-facteurs qui régulent leur activité, ces différents isoenzymes peuvent étre

classés en trois (3) groupes principaux (Voir figure 3) : les PKC classiques (cPKC : o, I

et BII, y) regroupent les isoenzymes dont 1’activité est dépendante du DAG et du Ca**
intracellulaire. Pour leur part, les PKC nouvelles (nPKC: §, €, n, p et 8) et les PKC

atypiques (aPKC: &, v et A) sont deux groupes distincts composés d’isoenzymes
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indépendants du Ca®" intracellulaire. Au contraire des nPKC, les aPKC sont également

indépendantes du DAG (Nishizuka, 1995).

La structure primaire de chacun des isoenzymes de PKC est divisée en quatre
domaines fonctionnels et conservés (C1-C4) qui sont séparés par cinq régions variables
(V1-V5). La protéine compléte ne contient qu’une seule sous-unité composée de deux
parties distinctes séparées par une région charniere (V3). La premiére partie étant le
domaine de régulation situé en N-terminal (V1-C2) et la deuxiéme le domaine catalytique

en C-terminal (C3-V5) (Voir Figure 3) (Hug and Sarre, 1993; Nishizuka, 1988).

Situées au niveau du domaine régulateur en N-terminal, les régions C1 et C2
régulent I’activation de PKC tandis que les régions C3 et C4 localisées en C-terminal sont
impliquées dans son activité catalytique. Localisé au début de la région CI, le
pseudosubstrat posséde des caractéristique autorégulatrices en inhibant I’enzyme par sa
liaison au site catalytique (House and Kemp, 1987; Soderling, 1990). Chez les cPKC et
les nPKC, la région C1 est constituée de 2 régions riches en résidus cystéine répétées en
tandem qui permettent la liaison des phorbols esters et du DAG (Kaibuchi et al., 1989;
Quest et al., 1994). Ne présentant qu’une seule région riche en résidus cystéine, les aPKC
demeurent insensibles au DAG et aux phorbols esters et sont activés par la céramide et le
PIP; (Nishizuka, 1992). La région C2, absente chez les isoenzymes indépendants du Ca?*
(nPKC et aPKC), représente le site de liaison pour ce second messager (Parker et al,,
1986). D’ailleurs, cette région contient des séquences d’homologie avec d’autres
protéines liant le Ca*", notamment la PLA; (Clark et al., 1991) et la PLCy (Stahl et al.,
1988). En C-terminal, le domaine kinase est composé de la région C3 contenant le site de
liaison & I’ATP (Huang, 1989) et de la région C4 principalement responsable de lier les
différents substrats de I’enzyme (Kemp and Pearson, 1990; Taylor et al., 1990).
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Fisure 3: Isoenzymes de la famille des PKC

La famille des PKC est composée de 12 isoenzymes classés en 3 groupes principaux selon

leur structure et les co-facteurs qui régulent leur activité. Chacun des isoenzymes contient deux
parties: le domaine de régulation et le domaine catalytique. Ces deux domaines contiennent des
régions constantes (C1-C4) et des domaines variables (V1-V5). A noter que le macrophage exprime
7 isoenzymes : ¢, Slet 811, 5, &, £, ».

(Nishizuka, Y. Intracelluler signaling by hydrolysis of phosgholipids end activation of protein kinase C. 1992 Science)

2.2 Implication de PKC dans la réponse inflammatoire

Le macrophage exprime sept (7) isoenzymes (a., I et BIL, €, 8, n, £) (Fujihara et
al., 1994; Liu et al., 1994; Mischak et al., 1991) et les différences au niveau de leur
structure, des co-facteurs requis pour leur activation, de leur localisation intracellulaire
ainsi que de la spécificité pour leurs substrats suggeérent que chacun de ces isoenzymes
exercent des fonctions cellulaires spécifiques (Nishizuka, 1992). Depuis quelques années,
un nombre croissant de travaux ont d’ailleurs permis de préciser la contribution de ces

différents isoenzymes dans la modulation des fonctions du macrophage.
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En sécrétant plusieurs médiateurs solubles tels que les PGE, et diverses cytokines
pro-inflammatoires, le macrophage joue un rdle central dans Iinitiation et la modulation
de la réponse inflammatoire. De nombreuses études indiquent que PKC participe a
I’inflammation, notamment en régulant ’expression de COX-2 ainsi que d’autres
médiateurs pro-inflammatoires dans plusieurs systémes cellulaires en réponse & divers

stimuli.
2.2.1. La cyclooxygénase (COX)-2 et la sécrétion de PGE,

Les prostanoides sont associés & différentes conditions physiologiques et
pathologiques incluant I’inflammation, la vasodilation, la vasoconstriction, la fonction
rénale, la régulation des réponses immunitaires, la résorption osseuse et I’ovulation
(Patrono et al., 2001; Xie, 1992). En plus de regrouper les prostacyclines et les TXs qui
jouent un rdle essentiel dans I’homéostasie vasculaire, ce terme comprend aussi les PGs
qui pour leur part sont de puissants médiateurs inflammatoires ainsi que d’importants
immunomodulateurs (Phipps et al., 1991; Voet, 1990). La biosynthése des prostanoides
dépend d’une cascade de réactions comprenant 3 étapes principales. Tout d’abord,
’action de PLA, sur les phospholipides membranaires permet la libération de I’AA, un
précurseur majeur des prostanoides. Ce dernier est subséquemment oxygéné par les
COXs produisant ainsi un intermédiaire instable, PGH,, lequel est converti par des
synthases spécifiques en différents composés actifs incluant les PGE;, PGD;, PGFy,,
PGL et les TXA,; (Marnett et al., 1999; Smith et al., 2000). Deux isoformes de ces
enzymes-clé ont été identifiés, COX-1 et COX-2, lesquels sont les cibles
pharmacologiques des NSAIDs (Langenbach et al., 1995). Malgré que ces deux
isoenzymes catalysent la méme réaction, ils différent au niveau de leurs fonctions
biologiques respectives (Smith et al., 1996; Wen et al., 1993). COX-1 est exprimé dans la
plupart des tissus de fagon constitutive et synthétise les PGs impliquées dans la régulation
de I’homéostasie (Dubois et al., 1998; Roth and Calverley, 1994) tandis que COX-2 est
inductible et contribue plutdt & produire les PGs responsables de médier I’inflammation,
la douleur et la fiévre (Hinson et al., 1996; Morham et al., 1995). Clairement associée &

Parthrite rhumatoide (Lipsky and Isakson, 1997), la protéine COX-2 semble aussi
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associée a d’autres types de pathologies telles que le cancer du c6lon (Singer et al., 1998)

et la maladie d’ Alzheimer (Breitner, 1996).

Tel qu’observé chez le macrophage murin et humain (Bachwich et al., 1986;
Barrios-Rodiles and Chadee, 1998; Hla and Neilson, 1992; Lee et al., 1992), I’ARNm de
COX-2 est exprimé en réponse a I’IL-1p, au LPS et aux phorbols esters chez le monocyte
humain (Hla and Neilson, 1992; Vane et al., 1994). Des résultats indiquent que
I’induction de COX-2, en réponse au LPS, peut étre inhibée par I’IL-4, I’'IL-10 et I’'IL-13
tandis qu’en réponse a4 ’IFN-y aucun effet significatif n’a été observé sur la synthése de
PGE, (Endo et al., 1996). Chez la lignée de macrophages murins RAW 264.7,
’accumulation ’ARNm de COX-2 est induite par une combinaison de LPS et d’IFN-y,
mais non en réponse a I'IFN-y seul (Riese et al., 1994). Malgré qu’en réponse au LPS le
géne COX-2 soit aussi exprimé chez les macrophages humains U-937 différenciés au
PMA, un pré-traitement a I'IFN-y est nécessaire pour induire ’expression du géne en
réponse au TNF-a. (Arias-Negrete et al., 1995). En plus des médiateurs solubles, certains
pathogénes comme le parasite intracellulaire obligatoire Leishmania donovani
augmentent la synthése des PGE,, possiblement en altérant les voies de signalisation qui
conduisent a I’expression des COXs (Matte et al., 2001; Reiner and Malemud, 1984;
Reiner and Malemud, 1985).

L’ensemble de ces observations a permis d’approfondir nos connaissances
concernant la régulation de I’expression de COX-2 en réponse a divers stimuli chez les
monocytes/macrophages. Par ailleurs, les mécanismes de transduction des signaux
conduisant a I’expression de COX-2 et a la synthése des PGE; ne sont pas encore
complétement élucidés. Jusqu’a tout récemment, la plupart des travaux visant a définir
ces mécanismes reposaient sur l'utilisation d’inhibiteurs ou d’activateurs de protéines
kinases. Par exemple, des observations antérieures démontrent que 1’expression de COX-
2 induite par le LPS et 'IL-1B est diminuée de fagon significative par divers inhibiteurs
de PTK (Akarasereenont and Thiemermann, 1996). L’utilisation d’inhibiteurs et
d’activateurs de PKC chez la lignée de macrophages murins RAW 264.7 ainsi que chez

des macrophages péritonéaux suggére un rdle pour PKC dans la syntheése des PGE,
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(Burch, 1987; Pfannkuche et al., 1986). De plus, la synthése de PGE; observée chez des
macrophages humains U-937 infectés avec des promastigotes de L. donovani implique
possiblement 1’expression de COX-2 via un mécanisme dépendant de PKC. Cette méme
étude suggeére également que la synthése des PGE; nécessite des événements

moléculaires empruntant la voie des PTK (Matte et al., 2001).

D’autres approches ont également été utilisées dans différents systémes cellulaires
afin d’étudier la fonction spécifique des isoenzymes de PKC dans la modulation de
I’expression de COX-2 et de la sécrétion des PGE;. Chez le rat, la surexpression de PKC-
¢ entraine une augmentation significative de I’expression basale de COX-2 et de la
sécrétion des PGE, dans des cellules de rein (Miller et al., 1997). La synthése de PGE;
par des macrophages dérivés de souris PKC-¢” est fortement inhibée en réponse au LPS
et 4 I’TFN-y (Castrillo et al., 2001). Des expériences de transfections transitoires utilisant
différents vecteurs d’expression pour les formes sauvage et DN de PKC-g, £ et & ont
également permis de démontrer un réle pour ces protéines dans I’activité transcriptionelle
de COX-2 en réponse au LPS chez la lignée de macrophages murins RAW 264.7 et la
lignée monocytaire humaine THP-1 (Mestre et al., 2001). Une augmentation de
’expression de COX-2 induite par les phorbol esters a été démontré au niveau des

cellules de 1’épiderme chez des souris transgéniques PKC-a (Wang and Smart, 1999).

2.2.2 Expression de diverses cytokines et médiateurs solubles

En plus d’étre impliquée dans I’expression de COX-2 et la synthése des PGE,
PKC module la réponse inflammatoire et 1’activité anti-microbienne en contribuant
également & la transcription de cytokines pro-inflammatoires ou autres médiateurs

solubles, comme le NO.

Chez la lignée de macrophage murin J774, I’inhibition de divers isoenzymes de
PKC due 2 un traitement prolongé aux phorbols esters révele que PKC-BII participe a
I’expression d’iNOS et a la sécrétion de NO induites par le LPS (Fujihara et al., 1994).

Des expériences de transfections transitoires ont montré que I’expression d’iNOS induite
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par le PMA est également régulée par PKC-¢ chez la lignée de macrophages murins
RAW 264.7 (Diaz-Guerra et al., 1996). Un réle critique pour PKC-¢ dans la signalisation
en réponse au LPS a été mis en évidence chez des macrophages dérivés de souris PKC-¢”
" lesquels présentent une réponse sévérement atténuée au LPS et & I'IFN-y, caractérisée
par une diminution importante de la production de NO, TNF-a et IL-1B (Castrillo et al.,
2001). L’utilisation d’oligodéoxyribonucléotides antisens indique que PKC-a, BI et 6
contribuent a I’expression d’iNOS et & la sécrétion de NO induites par le LPS par une

voie de signalisation qui implique le facteur de transcription NF-kB (Chen et al., 1998).

Dans le but d’étudier le rdle de PKC-o dans la modulation des fonctions du
macrophage, nous avons choisi de surexprimer un mutant DN de PKC-a. dans la lignée
de macrophages murins RAW 264.7. La mutation (K368D) est située dans le site de
liaison de I’ATP rendant ainsi I’enzyme catalytiquement inactive (St-Denis et al., 1998).
Le principe du DN consiste & établir une compétition entre I’isoenzyme o muté et
endogéne. Des résultats non-publiés (St-Denis et Descoteaux) démontrent que la
surexpression du mutant DN de PKC-o n’affecte pas 1’expression des autres isoenzymes
présents chez le macrophage, par contre I’impact spécifique sur D’activité de ces
isoformes n’a pas été étudié. Cette approche nous a permis de démontrer que PKC-o est
impliquée dans I’expression d’iNOS, GM-CSF, IL-1a et f ainsi que dans la sécrétion de
NO et d’IL-1P en réponse au LPS (Chano and Descoteaux, 2002; St-Denis et al., 1998).
L’inhibition de la production NO en réponse au LPS est visiblement une conséquence
directe de la surexpression du DN de PKC-a puisque les niveaux de NO sécrétés dans
des clones surexprimant une forme sauvage de PKC-£ sont similaires a ceux observés
chez les cellules RAW 264.7 témoins (St-Denis et al., 1998). Par contre, I’expression et
la sécrétion de TNF-a, la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-xB ainst
que la phosphorylation des protéines p38 et JNK sont normales chez les macrophages
exprimant le mutant DN PKC-a (St-Denis et al., 1998). Bien que la translocation
nucléaire de NF-IL6 n’est pas affectée chez les macrophages exprimant le mutant DN
PKC-a, nous avons toutefois observé qu’en réponse au LPS sa liaison & ’ADN est

diminuée par la surexpression du mutant DN PKC-a. Des expériences de transfections
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transitoires ont également fourni une évidence additionelle de I’implication de PKC-a
dans D’activation de NF-IL6 induite par le LPS (Chano and Descoteaux, 2002). Ces
observations suggérent que la régulation de D’activité transcriptionelle de NF-IL6
constitue un des mécanismes par lesquels PKC-a module la transcription de génes
exprimés lors de la réponse inflammatoire induite par le LPS (Chano and Descoteaux,

2002).

3. Interféron (IFN)-y

3.1 Caractéristiques

A T’origine, le terme IFN a été utilisé pour décrire un agent qui interférait avec la
réplication virale (Isaacs, 1957). Classifiés tout d’abord par rapport aux cellules qui les
sécrétent, les différents types d’IFN sont maintenant divisés en 2 classes (type I et II)
dépendemment de leur récepteur et de leur homologie de séquence (Schroder et al,
2003). Malgré que chacun des types d’IFN soient sécrétés a divers niveaux dans des
conditions particuliéres, il apparait de plus en plus évident que ces deux systémes ont
évolué en développant des activités chevauchantes mais non-redondantes pour permettre
de contrer un spectre plus large de pathogénes (Kimura et al., 1996; Muller et al., 1994).
Les IFNs de type I regroupent I'IFN-a, I'IFN-B, I'IFN- et I’'IFN-t, lesquels partagent
une structure similaire et un récepteur hétérodimérique commun, I'IFNAR, formé par
deux chaines distinctes 'IFNAR1 et 'IFNAR2. Bien que ces types d’IFNs soient
sécrétés en faibles quantités par la plupart des cellules en réponse a une infection virale
(Bach et al., 1997; Jonasch and Haluska, 2001), les principales cellules productrices sont
les cellules hématopoiétiques (IFN-o. et [FN-w) et les fibroblastes (IFN-B) (Bach et al.,
1997). La sécrétion de I’'IFN-t n’a été observée jusqu’a maintenant que chez les

ruminants (Bazer et al., 1997).

Unique IFN de type II, I'IFN-y, appelé aussi «Macrophage-activating factor», est un
puissant activateur du macrophage. En plus d’induire directement ses mécanismes

antitumoraux et antimicrobiens, I’exposition du macrophage a I'IFN-y amplifie ses
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mécanismes de présentation antigénique (Schroder et al., 2003). Il contribue aussi a la
migration des leukocytes et influence la croissance, la maturation et la différenciation de
plusieurs types cellulaires (Boehm et al., 1997; Perussia et al.,, 1983). Cette cytokine
régule également I’activité des cellules NK (Carnaud et al., 1999) et les fonctions des
lymphocytes B (Finkelman et al., 1988). L'IFN-y est sécrété principalement par les
lymphocytes T CD4" de type Thi, les cellules T CD8" et les cellules NK (Bach et al.,
1997; Young, 1996). La synthése d’IFN-y n’est toutefois pas exclusive a ces types
cellulaires parce que des observations récentes suggerent que cette cytokine est sécrétée
par les lymphocytes B, les cellules NKT et les CPAs professionnels (Flaishon et al,
2000; Frucht et al., 2001; Harris et al., 2000). La sécrétion d’IFN-y est essentiellement
controlée par des cytokines produites par les CPAs, spécialement I'IL-12 et I'IL-18

(Dinarello, 1999; Golab et al., 2000; Munder et al., 2001).
3.2 Signalisation

L’IFN-y ne se distingue pas des IFNs de type I qu’au niveau de sa structure, cette
cytokine se lie aussi a un récepteur différent (Bazan, 1990). Plusieurs travaux ont permis
d’identifier la structure ainsi que la fonction du récepteur de I'IFN-y (IFNGR). Ces
nouvelles connaissances ont favorisé 1’élaboration d’un modele de transduction des
signaux qui s’applique aussi bien a la signalisation par I'ITFN-y qu’a la signalisation via
d’autres membres de la superfamille des récepteurs de cytokines (Darnell et al., 1994,

Subramaniam et al., 2001).

3.2.1 Récepteur

L’IFNGR est exprimé & la surface de presque tous les types cellulaires, sauf
possiblement les érythrocytes matures, et présente une spécificité d’espece trés stricte
quant 2 sa capacité & lier 'IFN-y (Farrar and Schreiber, 1993). Le récepteur fonctionnel
comprend différentes protéines de signalisation associées & 2 chaines o (ou IFNGR1)
ainsi qu’a 2 chaines B (ou IFNGR2) (Voir Figure 4). Les chaines o sont principalement

responsables de I’interaction avec le ligand (Bach et al., 1996; Kotenko et al., 1995),
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tandis que les chaines P possédent une fonction majeure dans la transduction des signaux

(Bach et al., 1997; Soh et al., 1994).
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Figure 4. Structure du récepteur de I'[FN-y

Le récepteur de 'IFN-y IFNGR) est composé de deux polypeptides: la cheine o et la chaine 8. Le domaine
intracellulsire de la chaine o contient deux séquences essentielles: (1) une séquence 26LPKS2%? requise pour
Iassociation de la chalne ¢ avec la protéine tyrosine kinase Jak et (2) une séquence HOYDKPH# qui,
lorsque phosphorylée, sert au recrutement de Statl. Pour sa part, 1a chaine 8 contient dans sa région
intracellulaire un domaine composé de deux séquences requises pour la lisison de Jaka,

(Bach, AE, Aguet, M. and Schreiber, RD. The IFN-g Receptor: & Paradigm for Cytakine Receptor Signaling, 1997,

Anwm. Rev. hunnanl.}

Etant dépourvues d’activité kinase et/ou phosphatase, les chaines o et B de
PIFNGR s’associent a une machinerie de signalisation spécifique indispensable a la
phosphorylation du récepteur, a la transduction du signal et par conséquent, a I’induction
des réponses biologiques. Les protéines Jakl et Statl s’associent au domaine

intracellulaire de la chaine a., tandis que la protéine Jak2 se lie a une région intracellulaire

25



de la chaine P (Farrar et al., 1992; Farrar et al., 1991; Kaplan et al., 1996; Kotenko et al.,
1995) (Voir Figure 4). Au cours de la transduction du signal, la phosphorylation du résidu
tyrosine 440 situé sur la chaine o sert principalement au recrutement de Statl (Farrar et
al., 1992; Farrar et al., 1991). A noter que la chaine B ne subit pas de phosphorylation sur

résidu tyrosine (Kotenko et al., 1995).

L’importance de I’'IFN-y et surtout de son récepteur au sein des mécanismes de défense
de I’hote a été mise en évidence chez des souris déficientes pour I'IFN-y (IFN-y") ou
pour la chaine o du récepteur ([FNGRI'/'). Ces souris ne présentent aucun retard majeur
de croissance et leur systtme immunitaire se développe normalement (Huang et al,,
1993). Par contre, elles montrent d’évidentes déficiences dans leur capacité a résister aux
bactéries, parasites et infections virales notamment face au virus de la vaccine, au virus
de ’encéphalomyélite de Theiler, & Leishmania major, & Toxoplasma gondii, a Listeria
monocytogenes et 3 de nombreuses espéces de mycobactéries, incluant M. bovis and M.
avium (Pearl et al., 2001; van den Broek et al., 1995). En plus des infections récurrentes,
une diminution de la motilité des neutrophiles et de I’activité des cellules NK chez les
enfants dont la production d’IFN-y est déficiente soulignent aussi I’importance de I’IFN-y
tant au niveau des réponses inflammatoires qu’immunitaires (Davies et al., 1982). Des
travaux récents basés sur le cas d’un enfant possédant une déficience compléte de
PIFNGRI1 confirment I’'importance du récepteur de I’TFN-y dans le développement d’une
réponse immunitaire adéquate. Cet enfant souffrait d’infections mycobactériennes
sévéres et du sarcome de Kaposi, il a succombé & ces maladies a 1’age de 12 ans. Des
anticorps anti-HHV-8 ont également été détectés dans le sérum de ce patient. Les auteurs
concluent que des déficiences dans I'immunit¢é médiée par I'IFN-y entraine une
prédisposition au sarcome de Kaposi chez des enfants infectés par HHV-8 (Camcioglu et
al., 2004). Casanova et al. ont également identifié des auto-anticorps dirigés contre I'IFN-
y chez un patient décédé des suites d’infections disséminées a M. tuberculosis et M.

chelonae (Doffinger et al., 2004).
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3.2.2 Voie des Jak-Stat

Utilisée par plus de 50 cytokines, facteurs de croissance et hormones pour réguler
’expression de nombreux génes, la voie des Jak-Stat représente un des mécanismes
majeurs pour la signalisation par PIFN-y (Ihle and Kerr, 1995; Subramaniam et al.,
2001). Elle implique le recrutement séquentiel du récepteur suivi par I’activation des
membres de la famille des protéine tyrosine kinases Jak ainsi que de la famille des

protéines Stat.
3.2.2.1 Protéines Jak

Chez les mammiféres, 4 protéines Jak ont été identifiées: Jak1, Jak2, Jak3 et Tyk2
(Krolewski et al., 1990; Rane and Reddy, 1994; Wilks et al., 1991). Contrairement a
Jakl, Jak2 et Tyk2 qui sont exprimées de fagon ubiquitaire, Jak3 est exprimée
constitutivement chez les cellules NK et les thymocytes tandis que son expression est
inductible chez les cellules T, les cellules B et les cellules myéloides (Gurniak and Berg,
1996; Kawamura et al., 1994; Sharfe et al., 1997). Jak3 est aussi exprimée chez les

cellules musculaires lisses et au niveau de I’endothélium (Verbsky et al., 1996).

Plusieurs fonctions sont attribuées aux protéines Jak, notamment dans la signalisation
intracellulaire en réponse a diverses cytokines, dont I’'IFN-y, dans le développement et
possiblement dans 1’oncogenése (Danial et al., 1995; Meydan et al., 1996; Migone et al.,
1995; Zhang et al., 1996). Les protéines Stat sont les principaux substrats des protéines
Jak et leur identification a d’ailleurs contribué & mieux caractériser les mécanismes
moléculaires qui modulent I’expression des génes induits par plusieurs cytokines

(Leonard and O'Shea, 1998).

27



3.2.2.2 Protéines Stat

Les protéines Stat sont une famille de facteurs de transcription comprenant sept
(7) membres qui sont, chez les mammiferes, Statl, Stat2, Stat3, Stat4, Stat5a, Stat5b et
Stat6 (Akira, 1999).

La dimérisation (hétéro- ou homo-) est indispensable au fonctionnement des
protéines Stat (Leonard and O'Shea, 1998). La structure de ces protéines contient
différentes régions qui leur permettent de s’associer entre elles. Par exemple, leur
extrémité C-terminal contient un résidu tyrosine qui permet la dimérisation de la protéine
lorsque phosphorylé (Horvath and Darnell, 1997; Schroder et al., 2003). La présence d’un
domaine SH2 joue également un réle important dans la fonction des protéines Stat en leur
permettant de lier des résidus tyrosine phosphorylés (Shuai et al., 1994; Shuai et al,,
1993). Chez certaines protéines Stat, on a identifié un résidu sérine, lequel lorsque
phosphorylé amplifie I’activation de la molécule (Uddin et al., 2003; Xu et al., 2003).
D’ailleurs, plusieurs études indiquent que la phosphorylation de Statl sur le résidu sérine
727 est essentielle pour maximiser son activité transcriptionelle (Decker and Kovarik,

2000; Goh et al., 1999; Wen et al., 1995; Zhang et al., 1995).
3.2.2.3 Modéle d’activation de la voie des Jak-Stat en réponse a ’IFN-y

Tel qu’indiqué dans le Tableau 1, la génération de souris déficientes pour diverses
protéines Jak et Stat (Voir Tableau 1) a permis de déterminer la signification
physiologique de la voie des Jak-Stat. Le Tableau 2 démontre que chaque récepteur de
cytokine est associé a un groupe distinct de protéines Jak et Stat et 'IFNGR s’associe

spécifiquement aux protéines Jak1, Jak2 et Statl.
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Tableau 1: Phénotypes observés chez des souris déficientes pour diverses protéines Jak et Stat

Jak

Jak1: Mort périnatale

Jak2: Mort au stade embryonnaire. Déficiences au niveau de I’érythropoiése.

Jak3: Immunodéficience sévére

Tyk2: Non reporté

Stat

Statl: Déficiences au niveau de la signalisation en réponse aux IFN de type I et II. Provoque une

déficience dans la réponse aux infections microbiennes.

Stat2: Non reporté

Stat3: Mort au stade embryonnaire

Stat4: Déficiences au niveau de la réponse a I'IL-12 affectant donc le développement de la réponse Thl

Stat5a: Déficiences du développement de la glande mammaire et de la lactogenése.

Stat5b: Réduction de la fertilité. Déficiences dans la signalisation par le GM-CSF chez les macrophages
de moélle osseuse. Expression de I'IL-2Ro. en réponse a I'IL-2 déficiente chez les cellules
spléniques.

Stat6: Déficiences au niveau de la réponse a I'IL-4 affectant donc le développement de la réponse Th2

Tableau 2: Activation des protéines Jak et Stat en réponse a diverses cytokines

Jakl: IFN o/B, IFN-y, IL-6, IL-11, Oncostatine M, LIF (Leukemia Inhibitory Factor), CNTF (Ciliary
Neutrophic Factor), G-CSF, IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, EGF (Epidermal Growth
Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), CSF (Colony Stimulating Factor)-1

Jak2: IFN-y, IL-6, Oncostatin M, LIF, CNTF, Leptine, IL-12, IL-3.IL-5, GM-CSF, EPO
(Erythropo‘fétine), GH (Growth Hormone) Prolactine, G-CSF, EGF, PDGF, CSF-1

Jak3: IL-2, IL-4, IL-7,1L-19, IL-15
Tyk2: IFN-a/f, IL-10, IL-6, IL-12

Statl: IFN o/, IFN-Y, IL-10 (+/-), IL-6, IL-11, Oncostatine M, LIF (Leukemia Inhibitory Factor),
CNTF (Ciliary Neutrophic Factor), G-CSF, IL-2 (+/-), IL-7 (+/-), GH (+/-), Prolactine (+/-), G-
CSF, EGF (Epidermal Growth Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), CSF (Colony
Stimulating Factor)-1

Stat2: IFN-a

Stat3: IFN o/, IL-10, IL-6, IL-11, Oncostatine M, LIF (Leukemia Inhibitory Factor),
CNTEF (Ciliary Neutrophic Factor), Leptine, IL-12, IL-2 (+/-), IL-7 (+/-), IL-9 (+/-), GH, G-CSF,
G-CSF, EGF (Epidermal Growth Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)

Statd: IL-12

Stat5a/b: IFN-o, IL-10, IL-2, IL-7, IL-9, IL-15, IL-3, IL-5, GM-CSF, EPO, GH, Prolactine, G-CSF,
Leptine

Stat6: IL-4, IL-13, Leptine

(Leonard, WJ. and O’Shea JJ. JAKS AND STATS: Biological Implications. 1998. Annu. Rev. Immunol. 16:293-322)
(Liu, KD., Gaffen SL. and Goldsmith MA. JAK/STAT signaling by cytokines receptors. 1998. Curr. Opin. Immunol.
10: 271-278)
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La Figure 5 illustre le modéle de signalisation induit en réponse a I’IFN-y (Bach
et al., 1996). Chez les cellules non-stimulées, les sous-unités o et p de ’IFNGR ne sont
pas associées entre elles mais leur domaine intracytoplasmique est associé
spécifiquement aux protéines Jakl et Jak2 (Kaplan et al., 1996; Kotenko et al., 1995;
Sakatsume et al., 1995). En réponse a I’'IFN-y, ’assemblage du récepteur complet,
contenant 2 sous-unités o et 2 sous-unités P, permet la juxtaposition des protéines Jak
inactives qui y sont associées. Jak1 et Jak2 s’activent I’'une et 1’autre par phosphorylation
sur résidus tyrosine. Ensuite elles phosphorylent le résidu tyrosine 440 sur chacune des
sous-unités o du récepteur créant ainsi deux sites de recrutement pour Statl. Deux
molécules Statl s’associent aux sous-unités a via leur domaine SH2 et sont rapidement
phosphorylées sur le résidu tyrosine 701 par les protéines Jak. Les protéines Statl
phosphorylées se dissocient et s’homodimérisent. L’homodimere Statl est également
phosphorylé sur le résidu sérine 727 (David et al., 1995b; Nguyen et al., 2001; Wen et al.,
1995) avant de transloquer au noyau ou il se lie aux séquences promotrices spécifiques

(ex: GAS, ISRE) de nombreux génes pour activer leur transcription.

L’absence de réponse a I’IFN-a/p et & I'IFN-y chez des souris déficientes pour la
protéine Statl (Voir Tableau 1) entraine une grave susceptibilité aux infections virales et
microbiennes (Durbin et al., 1996; Meraz et al., 1996). Ces observations indiquent qu’une
proportion considérable de réponses biologiques sont dépendantes de Statl. Or, des
études récentes suggérent que I’IFNGR régule 1’expression de certains génes en activant
des voies de signalisation additionelles qui sont indépendantes de Statl (Ramana et al.,
2001; Ramana et al., 2002; Ramana et al., 2000; Roy et al., 2000). L’IFN-y peut induire
’activation des MAPK, PyK2 et ERK1/2 (Takaoka et al., 1999), de Fyn qui fait partie de
la famille des protéine kinases Src (Uddin et al., 1997), des protéines adaptatrices c-Cbl,
CrKL, CrKII, et Vav (English et al., 1997; Platanias et al., 1999) ainsi que des protéines
tyrosine phosphatases SHP1 et SHP2 (You et al., 1999).
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Figure 5: Modele d’activation de la voie des JAK-STAT en réponse a I'IFN-y

Chez les cellules non-stimulées, la chaine a IFNGRI) est associée avec Jakl et la chaine § JFNGR2)

avec Jak2. L’IFN-y provoque I’ oligomérisation des sous-unités du récepteur menant ainsi 4 la phosphorylation
et activation de Jakl et de Jak2. Les protéines Jak activées phosphorylent le résicdu Y#0 de la chaine «
créant un site de recrutement pour Statl. Une fois lié au récepteur, Statl sera phosphorylé sur tyrosine

(Y701 et formera ensuite un homodimére qui transloquera au noyau, se liera & 1a séquence GAS sur

"ADN permettant finalement la transcription de nombreux génes impliqués dans la réponse a 'IFN-7.

(Stark, GR., Kerr, IM., Williams, BRG , Silverman, RH. et Schredber, RD. How cells respond to Interferons. 1998.
Annu. Rev, Biochem.)

3.2.2.4 Régulation négative

Une activation non-contrlée de la voie des Jak-Stat peut conduire & diverses
conditions pathophysiologiques incluant des désordres hématopoiétiques, des maladies
autoimmunes ou inflammatoires, une résistance & ’IFN et certains cancers (Yasukawa et

al., 2000). Par conséquent, différents mécanismes agissent de concert pour réguler

négativement cette voie de signalisation induite par 'IFN-y.
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Suivant la transduction du signal, le complexe formé de I'TFN-y et de la chaine o
est internalisé pour étre dissocié dans la voie endosomale (Schreiber and Farrar, 1993).
Dans certains types cellulaires, la chaine o est éventuellement recyclée a la surface de la
cellule sous sa forme inactive et le ligand dégradé (Anderson et al., 1983; Celada and
Schreiber, 1987; Farrar and Schreiber, 1993), tandis que chez d’autres types cellulaires
PIFN-y induit la dégradation du récepteur internalisé ayant pour conséquence une
diminution de la chaine o 4 la surface de la cellule. Ce mécanisme résulte en une
désensibilisation de la cellule et prévient ainsi une suractivation de la voie de

signalisation (Farrar and Schreiber, 1993).

Les protéines SOCS-1 et SOCS-3 s’associent avec les protéines Jak1/2 pour
interférer avec leur activité tyrosine kinase et ainsi agissent comme des inhibiteurs
spécifiques de la signalisation induite par I’'TFN-y (Endo et al., 1997; Starr et al., 1997,
Yasukawa et al., 1999). La surexpression des protéines SOCS-1 in vitro ou in vivo cause
une perte de sensibilité face a I'IFN-y (Fujimoto et al., 2000; Sakamoto et al., 1998) et
inversement, les souris SOCS-17" développent une hyper-sensibibilité aux infections
microbiennes (Alexander et al, 1999; Marine et al., 1999). L’inhibition de la
signalisation induite par I'IFN-y implique également SHP1 et SHP2, deux protéines
tyrosine phosphatases ayant pour fonction de déphosphoryler le récepteur et les protéines
Jak qui y sont associées (David et al., 1995a; You et al., 1999; Yu et al., 2000). McBride
et al., supportés par d’autres groupes, ont suggéré que la déphosphorylation de Statl par
une phosphatase nucléaire entraine sa dissociation de I’ADN et le recyclage, vers le
cytoplasme, de la protéine inactive (Haspel and Darnell, 1999; McBride et al., 2000;
Mowen and David, 2000).

3.2.2.5 Implication de PKC dans la signalisation induite par PIFN-y

De récentes évidences ont démontré 1’implication d’isoenzymes spécifiques de
PKC dans ’activation et la régulation des réponses induites par I'IFN-y. Dans la lignée de

cellules épithéliales humaines NCI-H292 P’expression d’ICAM-1 induite par 1I’IFN-y
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implique un mécanisme dépendant de la protéine tyrosine kinase c-Src dans lequel la
PLCy2 et la PKC-o. joue un réle important (Chang et al., 2002; Chang et al., 2004). En ce
qui concerne la phosphorylation de Statl sur résidus sérine, une publication récente
indique que PKC-8 facilite la transcription des génes induits par I’TFN-y en médiant la
phosphorylation sur le résidu sérine 727 de Statl (Deb et al., 2003). De plus, I’activation
de PKC-¢ est requise pour optimiser la phosphorylation de Statl médiée par les protéines
Jak (Ivaska et al., 2003). Ces données indiquent que ces isoenzymes de PKC influencent
’expression de plusieurs génes induits par I'TFN-y & cause de leur implication dans la
modulation des événements précoces de signalisation activés par I’'IFN-y. Malgré ces
différentes observations, nos connaissances concernant les mécanismes d’activation de

PKC en réponse a I'IFN-y chez le macrophage restent encore relativement limitées.

3.2.3 Famille des «Interferon Regulatory Factors» (IRF)

La transcription des génes induits par I'IFN-y est médiée d’une part par les voies
de signalisaton dépendantes et indépendantes de Statl et d’autre part par certains facteurs
de transcription de la famille des IRF (Mamane et al., 1999). Cette famille est composée
de 9 membres: IRF-1, IRF-2, IRF-3, IRF-4, IRF-5, IRF-6, IRF-7, ICSBP (IRF-8) et
ISGF3y (complexe composé de Statl-Stat2-IRF-9)/p48 (Taniguchi et al., 2001). Ces
protéines sont impliquées dans la réponse & certains pathogénes, dans la signalisation en
réponse aux IFNs de type I et II, dans la croissance cellulaire et dans le développement

hématopoiétique (Mamane et al., 1999; Nguyen et al., 1997).

Parmi ces différents membres, les mieux caractérisés sont IRF-1 et IRF-2, lesquels
participent 4 la modulation de 1’expression de plusieurs génes induits par I'IFN-y
(Taniguchi et al,, 2001). IRF-1 est une protéine induite par I'IFN-y qui active la
transcription en se liant & une séquence promotrice communément appelée ISRE.
L’expression d’IRF-2 est constitutive et c’est son activité qui est régulée par 'IFN-y.
Cette protéine agit principalement comme un inhibiteur de la transcription soit en

compétitionnant avec IRF-1 pour la méme séquence d’ADN ou possiblement en
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réprimant d’autres activateurs localisés au niveau du promoteur (Harada et al., 1989). La
protéine ICSBP, dont I’expression est restreinte aux lymphocytes ainsi qu’aux
monocytes/macrophages, agit aussi majoritairement comme un régulateur négatif de la
transcription induite par 'IFN-y (Nelson et al., 1993; Sharf et al., 1997). L’activité
d’ICSBP dépend de son interaction avec d’autres IRF, notamment IRF-1 et IRF-2, via un
domaine spécifique (IAD) conservé parmi certains membres de cette famille (Bovolenta

et al., 1994; Sharf et al., 1997).

3.3 Effet cellulaire de PIFN-y

En augmentant 1’expression de plusieurs protéines impliquées dans les voies de
présentation antigénique de classe I et de classe II, I'IFN-y s’avére une cytokine
essentielle & ’initiation et au maintien des réponses immunes adaptatives (Mach et al,,
1996; Schroder et al., 2003). Cette cytokine oriente la réponse immunitaire vers un
phénotype Thl en contribuant principalement & 1’activation des cellules NK, a I’immunité
cytotoxique spécifique médiée par I’interaction entre les cellules T et les CPA et enfin a

I’activation du macrophage (Boehm et al., 1997)
3.3.1 Impact sur les fonctions du macrophage

En plus d’amplifier les mécanismes de présentation antigénique de classe II et
ainsi stimuler ’activation et la différenciation des cellules T CD4" (Boehm et al., 1997,
Mach et al., 1996), I’IFN-y contribue directement a orienter la réponse immunitaire vers
un phénotype Thl et également, & activer les fonctions effectrices microbicides du

macrophage (Adams and Hamilton, 1984).

En réponse a divers stimuli tels le LPS, le macrophage produit de I’IL-12 (Bliss et

al., 1999; Coutelier et al., 1995) qui 4 son tour induit la sécrétion, par les cellules T CD4"
et les cellules NK, d’IFN-y (Lederer et al.,, 1996; Macatonia et al., 1995). Ce dernier
contribue a augmenter davantage la syntheése d’IL-12 par les macrophages (Kubin et al.,

1994). Ainsi, en médiant une boucle de rétroaction positive pour amplifier la réponse de
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type Thl, I’'TL-12 et I'IFN-y relient la reconnaissance d’un pathogéne par les cellules du

systéme immunitaire innée a I’immunité acquise spécifique (Boehm et al., 1997).

L’importance de I’IFN-y sur I’activité microbicide du macrophage a été mise en
évidence par différentes données expérimentales. Le macrophage activé par I'IFN-y
montre une capacité accrue a phagocyter ainsi qu’une plus grande habileté a éliminer les
agents microbiens (Decker et al., 2002). D’ailleurs, I’IFN-y intensifie la flambée
oxidative en induisant la production de radicaux oxygénés tels I’anion superoxyde et le
NO (Decker et al., 2002). Cette cytokine influence aussi I’ADCC ainsi que la destruction
microbienne en augmentant respectivement 1’expression des récepteurs FcyRI a la surface
cellulaire et I’expression d’enzymes lysosomales (Decker et al., 2002; Erbe et al., 1990).
La phagocytose médiée par le complément est également amplifiée parce que I'IFN-y
induit la sécrétion des protéines du complément autant que I’expression des CRs a la

surface du macrophage (Schroder et al., 2003; Strunk et al., 1985).

4. Complexe majeur d’histocompatibilité de classe 11 (CMH II)

Une régulation précise de I’expression du CMH 1I est cruciale pour le développement
et le contrdle des réponses immunes adaptatives. L’étude et la caractérisation du «Bare
Lymphocyte Syndrome» (BLS), maladie héréditaire caractérisée par une absence
d’expression du CMH II menant a une immunodéficience sévére ainsi qu’a une extréme
vulnérabilité a plusieurs infections, a permis de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires qui meénent a ’expression du CMH II (Reith and Mach, 2001; Ting and

Trowsdale, 2002).

4.1 Fonction

Les molécules du CMH II sont des glycoprotéines transmembranaires
hétérodimériques composées de 2 chaines distinctes, la chalne a et la chaine B, lesquelles
sont encodées au niveau du CMH (HLA chez ’humain et complexe H-2 chez la souris).

Le systeme du CMH II est caractérisé principalement par une grande diversité génétique
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qui dépend d’une part de la présence de multiples génes codant pour les chaines a/p et

d’autre part du degré élevé de polymorphisme allélique (Trowsdale, 1993).

Ces molécules sont spécialisées dans la présentation de peptides antigéniques aux
lymphocytes T CD4" et d’ailleurs I’engagement du complexe peptide:CMH II par le TCR
représente un événement clé dans le développement, I’activation et la régulation du
systtme immunitaire adaptatif. Par exemple, dans le thymus, la reconnaissance des
complexes peptides:CMH II A la surface des cellules épithéliales et des cellules dérivées
de la moélle osseuse est cruciale pour la sélection négative et positive servant a la
formation du répertoire complet de cellules T CD4" (Viret and Janeway, 1999). En plus
de leur rdle dans I’activation des cellules T, les molécules du CMH II peuvent aussi
moduler 1’activité de plusieurs types cellulaires qui les expriment en induisant des
cascades de signalisation transmembranaire résultant de leur interaction avec le TCR, des

superantigénes ou d’autres ligands (Scholl and Geha, 1994).
4.2 Expression des molécules du CMH II

4.2.1 Distribution cellulaire

Contrairement 4 I’expression ubiquitaire qui caractérise les molécules du CMH I,
les molécules du CMH II sont généralement exprimées sur un nombre limité de cellules
spécialisées. Il existe deux modes d’expression distincts: chez certaines cellules les
molécules du CMH II sont exprimées de fagon constitutive tandis que chez d’autres types
cellulaires elles sont exprimées en réponse a divers stimuli (Glimcher and Kara, 1992).
L’expression constitutive est largement restreinte aux CPAs professionnelles notamment
les lymphocytes B, les cellules dendritiques ainsi que les macrophages/monocytes (Boss,
1997; Ting and Trowsdale, 2002). Les molécules du CMH II sont aussi présentes a la

surface des cellules épithéliales localisées dans le thymus.
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4.2.2 Modulation de ’expression

Les mécanismes qui modulent I’expression des molécules du CMH II différent en

fonction du type cellulaire et du stimulus (Glimcher and Kara, 1992).

Chez les cellules exprimant le CMH II de fagon constitutive, 1’expression est
principalement régulée en fonction du stade de développement cellulaire mais elle peut
également &tre modulée par de nombreux stimuli. L’IL-4, I'IL-10 et I'IL-13 representent
les inducteurs les plus efficaces (Burstein et al., 1991; Defrance et al., 1994; Erb et al.,,
1994) de I’expression du CMH II chez les lymphocytes B, tandis que les prostaglandines
(ex: PGEy) et les glucocorticoides sont plutét des inhibiteurs (Glimcher and Kara, 1992;
Ivashkiv et al., 1994). Le GM-CSF induit I’expression du CMH II chez les cellules
dendritiques (Paglia et al., 1993; Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Tel que mentionne
précédemment, ’'TFN-y active I’expression des geénes du CMH II chez divers types
cellulaires incluant les monocytes/macrophages, les cellules endothéliales, les cellules
épithéliales, les fibroblastes et les cellules musculaires. De plus, ’expression du CMH II
induite par I’'IFN-y peut étre amplifiée par 1’'IL-4 et le TNF-a. ou inhibée par le TGF-, le
CSF-1, I'IFN-o/pB et le LPS (Guardiola and Maffei, 1993; Koemer et al., 1987). On
observe également que I’IL-10 a des effets opposés sur I’expression du CMH II chez le
lymphocyte B ol il agit comme activateur (Go et al., 1990) et chez le monocyte ou il est
plutdt inhibiteur (Chadban et al., 1998). L’interaction CD-40/CD-40L ainsi que CD-
5/CD-72 augmente 1’expression des molécules du CMH II chez les lymphocytes B et les
cellules dendritiques, possiblement via un contact avec les cellules T (Kamal et al., 1991;
Sallusto and Lanzavecchia, 1994; Santos-Argumedo et al., 1994). L’interaction du
macrophage avec les cellules NK peut avoir un effet positif sur 1’expression des
molécules du CMH II 4 sa surface (Watson et al., 1995). Ces observations suggerent que
I’expression du CMH II peut également étre modulée par un contact direct entre les

cellules.
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4.2.3 Transcription des genes du CMH 11

Principalement régulée au niveau transcriptionnel (Voir Figure 6), I’expression
constitutive et inductible des génes du CMH II est essentiellement sous le contréle d’un
motif hautement conservé qui est situé dans la région proximale du promoteur (Benoist
and Mathis, 1990; Ting and Baldwin, 1993). Cette région est constituée d’une série de
motifs appelés boites W/S, X (X1 et X2) et Y dont la séquence, I’orientation, la position
relative et I’espacement demeurent conservés au niveau des génes codant pour les chaines
a. et B de la plupart des espéces (Glimcher and Kara, 1992; Harton and Ting, 2000; Ting
and Trowsdale, 2002). Cette méme structure promotrice est également conservée au
niveau des génes connus pour étre co-régulés avec ceux du CMH II, notamment les génes
codant pour HLA-DM (ou H-2M, chez la souris) (Chang and Flavell, 1995; Kem et al,,
1995) et la chaine invariante (Ii) (Brown et al., 1993).

Boite X

La boite X comprend deux séquences chevauchantes, X1 et X2, liées par différents
facteurs de transcription incluant respectivement les protéines de la famille RFX et le
complexe X2BP qui a été identifié comme étant la protéine CREB (Moreno et al., 1999;
Moreno et al., 1995; Reith et al., 1994). D’ailleurs, RFX qui se lie & X1 est un complexe
formé de trois unités, REXANK/RFXB, RFXS5 et RFXAP, chacune étant déficiente
respectivement dans les BLS de groupe B, C et D (Durand et al., 1997; Masternak et al.,
1998; Nagarajan et al., 1999; Steimle et al., 1995). Parmi les cinq membres de la famille
des facteurs de transcription RFX (RFX1 a RFXS5), on considére RFXS5 comme le seul
facteur essentiel a I’activation transcriptionelle des génes du CMH II (Steimle et al,,
1995). D’ailleurs, chez certains patients atteints du BLS, I’absence de ce facteur de
transcription résulte en I’abrogation compléte de I’expression constitutive et inductible

des genes du CMH II (Reith et al., 1988).
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Boite ¥

Constituée d’une séquence CCAAT inversée, la boite Y lie le facteur de transcription
hétérotrimérique NF-Y (Do et al., 1987), molécule impliquée dans la régulation de
nombreux génes (Mantovani, 1999). De plus, YB-1 est un facteur de transcription qui

peut aussi interagir avec la boite Y pour inhiber I’expression du CMH II induite par

I'IFN-y (Ting et al., 1994).

Boite W/S

La région W/S consiste en deux sous-éléments (W et S) et occupe une place importante
dans I’expression constitutive et induite par I’'IFN-y des génes du CMH II (Tsang et al.,,
1990; Vilen et al., 1992). D’ailleurs, il a été démontré trés récemment que I’intégrité de la
boite S ainsi que de la distance qui la sépare de la boite X étaient essentielles au
recrutement de CIITA et a la fonction du promoteur (Muhlethaler-Mottet et al., 2004).
Ces travaux ont également montrés que la liaison de la protéine RFX n’est pas requise
pour la formation du complexe transcriptionel (Muhlethaler-Mottet et al., 2004),
contrairement 4 ce qui avait été observé antérieurement (Fontes et al., 1997; Jabrane-

Ferrat et al., 1996).
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Figure 6: Cascade de signalisation menant & I expression des molécules du CMH de classe II

CIITA est considéré comme une protéine-clé respansable de moduler aussi bien ’expression constitutive que celle
induite par I'IFN-7 des génes codart pour les molécules du CMH II. Ce facteur de transcriptionne se lie pas a TADN
mais agit plutdt en interagissant avec les protéines régulatrices (RFX, X2BP, NF-Y) liées aux différentes séquences
(boites X, ¥, W/S) localisées au niveau du promoteur des génes du CMH II. Chez la souris, il existe 3 types de CIITA
et ceux-ci possédent des fonctions spécifiques chez différents types cellulaires. Tandis que les protéines CIITA de
type I et I sont surtout impliquées dans I"expression constitutive du CMH II chez les cellules dendritiques et les
cellules B respectivement, la protéine CIITA de type IV est principalement respansable d’induire I'expression du
CMH II en réponse & I'IFN-y.

(IvIuhletaler-Iottet, A. Di Berardino, W. Otten L. A. Mach, B. Activation of the MHC Class II Transactivator CIIT A by IFN-y
requires Cooperative Interaction between Statl and USF-1. 1998, Iramunity. 157-166.)

4.3 CIITA
4.3.1 Caractéristiques

CIITA a tout d’abord été identifié comme un des génes responsables du
développement du BLS (Steimle et al., 1993). Par la suite, il a été établi que ce géne code
pour un facteur de transcription essentiel jouant un réle clé dans la modulation de
’expression constitutive et inductible des molécules du CMH II (Harton and Ting, 2000;
Steimle et al., 1994). Par exemple, chez des souris déficientes pour le gene CIITA,

I’ARNm et I’expression a la surface du CMH II est absente chez la majorité des cellules.
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La transfection de CIITA dans des lignées cellulaires et des cellules primaires, qui
normalement n’expriment pas le CMH II, est suffisante pour induire ’expression des
molécules du CMH II 4 la surface de ces cellules (Chang et al., 1994; Chin et al., 1994;
Steimle et al., 1994). De plus, Otten a démontré que I’expression du CMH II est
directement proportionelle avec celle de CIITA (Otten et al., 1998).

Tandis que CIITA contient un domaine acide & I’extrémité amino-terminale
possédant des propriétés transactivatrices (Riley et al., 1995; Zhou and Glimcher, 1995)
et trois régions riches en résidus proline-sérine-thréonine critique & son fonctionnement
global (Chin et al., 1997), aucune séquence de liaison a I’ADN n’a été identifiée (Steimle
et al., 1993). Par conséquent, CIITA est un co-activeur qui interagit avec les facteurs de
transcription liés aux séquences promotrices des genes du CMH II (Hake et al., 2000;

Scholl et al., 1997; Zhu et al., 2000).
4.3.2 Régulation de ’expression

Malgré que I’expression de CIITA peut étre induite par 'IFN-y chez différents
types cellulaires, les CPAs sont les seules cellules qui ’expriment de fagon constitutive

(Chang et al., 1994; Rigaud et al., 1996; Steimle et al., 1994).

La transcription du géne CIITA est contrdlée par une région régulatrice composée
chez ’humain de quatre promoteurs indépendants (pI, pIl, pIIl et pIV) dont trois sont
conservés chez la souris (pl, plII et pIV) (Voir Figure 6). Ces multiples promoteurs
ménent a trois transcrits d’ARNm (CIITA de type I, III et IV) qui different au niveau de
I’exon 1 (Muhlethaler-Mottet et al., 1997). Au moment de leur découverte, pl et pIII ont
tout d’abord été associés a ’expression constitutive de CIITA respectivement chez les
cellules dendritiques et les cellules B. L’expression de CIITA en réponse a ’'IFN-y chez
divers types cellulaires incluant les macrophages, les microglies, les astrocytes, les
fibroblastes ainsi que les cellules endothéliales est plut6t sous le contrdle de pIV (Dong et

al., 1999; Muhlethaler-Mottet et al., 1997).
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Or, des études récentes démontrent que la restriction de ces promoteurs a
différents types cellulaires n’est pas absolue. Par exemple, le CIITA de type III est
également exprimé chez les cellules dendritiques et les monocytes humains (Landmann et
al., 2001) et il peut étre induit par I'IFN-y (Deffrennes et al., 2001; Piskurich et al., 1999;
Soos et al., 2001). Pour sa part, le CIITA de type I n’est pas exclusif aux cellules
dendritiques puisqu’il module la transcription du CMH II chez le macrophage murin
(Waldburger et al., 2001). Pai e al. ont d’ailleurs montré que chez les BMM les trois
types de CIITA sont induits en réponse a I'IFN-y mais les types I et IV demeurent les
plus abondants (Pai et al., 2002).

4.3.2.1 Expression induite par PIFN-y

La Figure 6 illustre la cascade de signalisation intracellulaire induite par I’TFN-y
qui conduit 2 la transcription du géne codant pour le CIITA de type IV. L’implication de
la voie des Jak-Stat a été mise en évidence par I’absence de 1’expression de CIITA en
réponse a I'IFN-y chez des cellules Jak1™ (Chang et al., 1994). De plus, ’ARNm de
CIITA n’est pas induite par I'IFN-y chez des BMM (Bone Marrow-derived Macrophage)
dérivés de souris Statl” supportant ainsi un réle pour la voie des Jak-Stat dans la
transcription du géne CIITA (Meraz et al., 1996). La présence d’une séquence GAS au
niveau de pIV supporte aussi un role direct pour Statl (Muhlethaler-Mottet et al., 1998).
Constitutivement exprimé et 1ié 4 la boite E, le facteur de transcription USF-1 contribue a
la transcription du CIITA de type IV principalement en stabilisant Statl sur I’ADN
(Muhlethaler-Mottet et al., 1998). L’importance de la séquence ISRE au niveau du
promoteur IV ainsi que I’inhibition significative des niveaux d’ARNm de CIITA chez des
fibroblastes IRF1™ sont deux observations qui indiquent un réle fonctionnel pour IRF-1

dans I’activation de pIV en réponse a I'IFN-y (Hobart et al., 1997; Muhlethaler-Mottet et
al., 1998).

Malgré que la régulation transcriptionelle du CIITA de type IV est relativement
bien connue, les facteurs de transcription responsables de 1’expression du CIITA de type I

ne sont pas clairement identifiés et aucune séquence de réponse a I'IFN-y n’a été

42



identifiée au niveau du promoteur (Muhlethaler-Mottet et al., 1997; Waldburger et al.,
2001). Selon des données obtenues par Pai et al., le contrdle transcriptionnel des génes
CITA de type I et IV en réponse a I’I[FN-y impliquerait toutefois des éléments
régulateurs distincts (Pai et al., 2002).

4.4 Role de PKC dans I’expression du CMH 11

Des résultats antérieurs basés sur des évidences pharmacologiques suggérent que
PKC est impliquée dans la régulation de I’expression du CMH II induite par I'IFN-y chez
différents types cellulaires, notamment le macrophage et I’astrocyte (Fan et al., 1988; Lee
et al., 1995; Politis and Vogel, 1990). De plus, I’induction de 1’expression du CMH II
suite & la microinjection de PKC purifié supporte également un réle pour PKC dans la

modulation de I’expression du CMH II (Smith et al., 1992).

Par contre, jusqu’a maintenant la fonction spécifique des différents isoenzymes de
PKC dans D’expression du CMH II demeure peu connue. Malgré des progres
considérables concernant 1’élucidation des événements transcriptionels qui meénent a
I’expression du CMH II en réponse a I’IFN-y, la participation des différents isoenzymes

de PKC dans ces mécanismes reste également a déterminer.

5. Leishmania

5.1 Description

Membres de la famille des Trypanosomatidae, les parasites protozoaires du genre
Leishmania sont des organismes unicellulaires caractérisés par la présence d’un flagelle
et d’une organelle riche en ADN, le kinétoplaste (Descoteaux and Turco, 2002).
Transmis a I’homme par la mouche des sables du genre Phlebotomus (Ancien Monde) ou
du genre Lutzomyia (Nouveau Monde), le parasite Leishmania est ’agent causal d’un
large spectre de maladies communément appelées leishmanioses (Descoteaux and Turco,

2002). L’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) estime que plus de 350 millions de
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personnes habitant les régions tropicales et subtropicales de 88 pays différents sont
exposées au risque d’infection par différentes espéces de Leishmania. On évalue que plus
de 15 millions de personnes sont présentement atteintes de leishmaniose classant cette
maladie tropicale comme une des 6 plus importantes parasitoses. Plus de 60 000 en
meurent chaque année et environ 2 millions de nouveaux cas apparaitront dans la
prochaine année. 1l existe au moins 25 espéces de Leishmania et le Tableau 3 montre les

espéces majeures et leur distribution géographique.

Tableau 3: Distribution géographique des espéces majeures de Leishmania responsables de

diverses maladies humaines
#

Espéces Régionl Maladie

L. donovani Old World Leishmaniose viscérale

L. major Old World Leishmaniose cutanée

L. Tropica Old World Leishmaniose cutanée

L. mexicana New World Leishmaniose cutanée disséminée

L. braziliensis New World Leishmaniose cutanée et mucocutanée
L. amazonensis New World Leishmaniose cutanée et mucocutanée
L. chagasi New World Leishmaniose viscérale

'0ld World: Europe de P’Est, Afrique, Asie, Inde, Moyen-Orient
New World: Amérique du Sud et Amérique Centrale

(Mathlashewski, G. Leishmania infection and virulence. 2001. Med. Microbiol. Immunol. 190: 37-42)

5.1.1 Leishmaniose

Il existe trois formes de leishmanioses qui se distinguent par les symptdmes ainsi
que les manifestations cliniques et qui sont causées par différentes espéces de Leishmania
(Voir Tableau 3). Les leishmanioses peuvent atteindre la peau (leishmaniose cutanée), les
surfaces muqueuses (leishmaniose mucocutanée) ou certains organes viscéraux
(leishmaniose viscérale) (Herwaldt, 1999; Pearson and Sousa, 1996). Avec 1.5 millions
de nouveaux cas i chaque année, la forme cutanée est ’infection la plus commune tandis
que la leishmaniose viscérale, dont 1’incidence annuelle est de 500 000 nouveaux cas,

représente la forme la plus fatale.
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Caractérisée par des lésions sur la peau généralement non-douloureuses et non-
purulentes, la leishmaniose cutanée est causée par L. major, L. mexicana et L. tropica.
Dans la plupart des cas, ces lésions guériront a I’intérieur de quelques semaines a
quelques mois. De plus, la leishmaniose cutanée disséminée est une forme rare de cette
maladie provoquée par la dissémination sur tout le corps des nodules non-ulcéreux. Une
variante de la leishmaniose cutanée, appelée leishmaniose mucocutanée, est causée par L.
braziliensis qui est une espéce ayant un tropisme spécifique aux macrophages des régions

du pharynx, de la bouche et du nez.

L. donovani, parasite responsable de la leishmaniose viscérale (ou Kala-Azar), se
dissémine et infecte les macrophages de la rate, du foie, des ganglions lymphatiques et de
la moélle osseuse. Chronique, cette infection s’aveére mortelle dans presque 100% des cas
si elle n’est pas traitée. Jusqu’a maintenant il n’existe aucun vaccin ou mesure
prophylactique efficace, par contre les traitements actuels impliquent des antimoniaux

pentavalents (ou antimoine) ou des composés diamidines.

5.1.2 Cycle de vie

Tout au long de son cycle de vie (Voir Figure 7), le parasite du genre Leishmania
alterne entre 2 stades de développement, la forme promastigote qui réside dans le systeme
digestif de la mouche des sables (genres Phlebotomus ou Lutzomyia) et la forme
amastigote qui se retrouve chez I’hote mammifere a I’intérieur des phagolysosomes de
macrophages. Ces deux formes se distinguent également par leur morphologie, les
promastigotes étant allongées (environ 10 pm) et flagellés tandis que les amastigotes sont

non-flagellés, plus arrondis et plus petits (environ 3-5 pm).

Lorsqu’une mouche des sables infectée se nourrit de sang sur un mammifeére, les
promastigotes sont inoculés dans I’hdte ou ils sont subséquemment phagocytés par les
macrophages. A Pintérieur du phagosome de la cellule héte, les promastigotes se
différencient en amastigote, forme non-motile ayant évolué pour proliférer dans

I’environnement hostile du phagolysosome. La prolifération du parasite entraine la lyse
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du macrophage et ainsi le relargage d’amastigotes qui peuvent infecter les macrophages
environnants. Le cycle se compléte au moment ol une mouche des sables se nourrit sur
un hote infecté et ingére des amastigotes qui se différencient initialement en
promastigotes procycliques. Non-infectieux et se divisant rapidement dans I’intestin de la
mouche des sables, ces parasites se transforment par la suite en promastigotes
métacycliques infectieux et migrent vers le pharynx de I’insecte a partir duquel ils seront

transférés dans un héte mammifére au prochain repas sanguin.

Figure 7: Cycle de vie de Leishmania

Les parasites du genre Leishmania possédent un cycle de vie biphasique. Les promastigotes
(formes extracellulaires) sont transmis a ’hote vertébrés par une mouche de sable femelle

et se différencient en amastigotes (forme intracellulaire) capables de proliférer a I’intérieur
du phagolysosome du macrophage. L’éclatement du macrophage permet le relachement
d’amastigotes qui peuvent infecter d’autres macrophages environnants. Lorsqu’un individu
infecté est piqué par I’insecte-vecteur, les amastigotes sont alors aspirés par la mouche ou ils
se transforment en promastigote. Aprés 5-7 jours, la mouche de sable infectée est apte a
transmettre le parasite a de nouveaux hotes.

Tiré de : Modern Parasite Biology. Chang, K. P. Editeur: Wyler, D. J.
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5.2 Immunité

Les modéles murins d’infection & Leishmania démontre que la production de
cytokines par les cellules T CD4" représente un facteur majeur déterminant le résultat de
’infection. Chez les souris BALB/c susceptibles a I’infection par L. major, d’importantes
quantités de transcripts ’ARNm d’IL-4 sont exprimés dans les ganglions lymphatiques.
Au contraire, les souris résistantes C57BL/6 expriment un nombre élevé de transcripts
pour 'IFN-y tandis que I'IL-4 est exprimée de fagon transitoire au tout début de

I’infection (Solbach and Laskay, 2000).

Ainsi, le patron de cytokines présent chez I’animal au moment de l’infection
détermine le type de réponse qui se développera. L’IFN-y et I’'IL-12 contrdle la
réplication du parasite en induisant une réponse de type Thl caractérisée par la
production de NO. Par contre, I'IL-4 et 1'IL-10 favorisent plutdt le développement d’une
réponse Th2, laquelle demeure inefficace dans 1’éradication de I’infection (Abbas et al.,
1996; Biedermann et al., 2001; Bogdan et al., 1990; Doherty and Coffman, 1999; Kemp,
1997).

5.3 Interaction avec le macrophage

Malgré que certains travaux démontrent que les parasites du genre Leishmania
infectent les fibroblastes et les cellules dendritiques (Rittig and Bogdan, 2000), ils
résident principalement 4 Dintérieur des phagocytes mononucléés (macrophages et
monocytes) d’hdtes vertébrés. Suite 4 leur transmission & I’h6te mammifere, les
promastigotes sont phagocytés par les macrophages via plusieurs récepteurs cellulaires
(Mosser and Rosenthal, 1993) incluant le CR3 (Handman and Bullen, 2002; Mosser and
Brittingham, 1997), le MR (Wilson and Pearson, 1986; Wilson and Pearson, 1988),
certains TLRs (Hawn et al, 2002), des protéines présentes sur le réticulum
endoplasmique (calréticuline et calnexine) (Desjardins, 2003; Schrag et al.,, 2001) et

possiblement le récepteur pour la fibronectine (Alexander and Russell, 1992).
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Une des caractéristiques principales des parasites du genre Leishmania est leur
capacité a survivre aux conditions hostiles auxquelles ils sont exposés tout au long de leur
cycle de vie. La présence de molécules telles que le lipophosphoglycan (LPG) et 1a Gp63
3 1a surface de Leishmania contribue largement 2 leur survie dans I’intestin de la mouche
des sables (Pimenta et al., 1997; Sacks et al., 2000), & leur survie face a I’activation de la
voie du complément (Dominguez and Torano, 1999; McConville et al., 1992; Puentes et
al., 1990; Turco and Descoteaux, 1992) et également a leur survie intracellulaire
(Descoteaux and Turco, 2002). Le LPG, glycolipide unique aux différentes espéces de
Leishmania, forme un glycocalyx dense autour du parasite et est la molécule de surface
du promastigote la plus abondante (Turco, 1990). Suivant la phagocytose, la présence du
LPG s’avére cruciale pour la survie initiale du promastigote ainsi que pour sa
transformation en amastigote (Descoteaux and Turco, 2002; Desjardins and Descoteaux,
1998). Les parasites du genre Leishmania ont développé divers mécanismes pour
interférer avec I’activité des macrophages leur permettant ainsi de s’établir et de
proliférer 4 I’intérieur de 1’h6te (Buates and Matlashewski, 2001; McDowell and Sacks,
1999; Moore et al., 1993).

5.3.1 Manipulation de la signalisation intracellulaire

Considérant que les récepteurs CR1 et CR3 permettent la phagocytose de
microorganismes tout en évitant la flambée oxidative, la liaison de ces récepteurs par
Leishmania pour entrer dans le macrophage favorise assurément sa survie intracellulaire
(Descoteaux and Turco, 2002). D’autant plus que la liaison & CR3 inhibe la sécrétion
d’IL-12 (Sutterwala et al., 1997). A la lumiére de ces observations, I’entrée des
promastigotes de Leishmania via les CRs s’avére un processus remarquablement
silencieux prévenant la production de NO et de diverses cytokines pro-inflammatoires par

le macrophage (Carrera et al., 1996; Reiner et al., 1994).
La manipulation de la voie des MAPKs durant I’infection est une des stratégies de

virulence utilisées par plusieurs types de pathogénes. Par exemple, ’attachement et

I’internalisation de L. donovani par des macrophages murins naifs dérivés de la moélle
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osseuse n’activent pas la phosphorylation des trois MAPKs majeures, notamment p38,
ERK1/2 et JNK (Prive and Descoteaux, 2000). De plus, la présence de LPG a la surface
des promastigotes de L. donovani prévient I’activation de ERK1/2 sans toutefois affecter
celle de p38 et de INK (Prive and Descoteaux, 2000). Ces données suggérent que le LPG
pourrait contribuer a 1’entrée silencieuse des promastigotes a ’intérieur des macrophages

naifs.

Des macrophages infectés par Leishmania montrent également une faible
sensibilité a divers activateurs de PKC (Descoteaux and Matlashewski, 1989; Descoteaux
et al., 1992; Descoteaux, 1993; Reiner, 1994). Fait intéressant, des observations in vitro
ont révelé que le LPG est un puissant inhibiteur de I’activité de PKC (McNeely and
Turco, 1987). En fait, cette molécule interagit avec les domaines régulateurs de PKC dans
lesquels sont situés les sites de liaison pour le DAG, le Ca®* et les phospholipides
(McNeely et al., 1989). Conséquemment, 1’exposition du macrophage a du LPG purifié
inhibe plusieurs événements dépendants de PKC incluant par exemple I’induction de la
flambée oxidative (Frankenburg et al., 1990), I’expression du géne c-fos induit par le LPS
et le DAG (Descoteaux et al, 1991) ainsi que la phosphorylation de MARCKS
(Descoteaux et al., 1992). A noter que les glycoinositolphospholipides, glyconconjugués
les plus abondants & la surface de ’amastigote, sont également des inhibiteurs de

’activité de PKC (McNeely et al., 1989).
5.3.2 Manipulation de la présentation antigénique

Pour échapper 4 la reconnaissance par les lymphocytes T et ainsi promouvoir leur
survie 3 I’intérieur de I’héte, certains microorganismes ont développé des mécanismes
qui affectent la présentation antigénique (Ayala et al., 1996; Forestier et al., 2000;
Wojciechowski et al., 1999). La présentation antigénique dans le contexte du CMH II est
déficiente chez les macrophages infectés avec différentes especes de Leishmania (Courret
et al., 1999; Fruth et al., 1993; Prina et al., 1996; Wolfram et al., 1995). Par exemple, on
suggere que la forme amastigote de L. amazonensis et de L. mexicana inhibe la

présentation antigénique en internalisant et en dégradant les molécules du CMH II
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(Antoine et al., 1999). Les amastigotes de L. mexicana sécrétent cgalement des
polysaccharides qui bloquent la présentation antigénique (Ilg et al., 1995). Pour sa part, L.
donovani inhibe I’expression du CMH II induite par I'IFN-y par un mécanisme
transcriptionnel qui n’est pas tout 4 fait élucidé (Kwan et al., 1992; Reiner et al., 1988).
Tel que mentionné précédemment 2 la section 3.2.2, les réponses biologiques induites par
I’IFN-y sont principalement régulées au niveau transcriptionel par la voie des JAK-STAT
(Stark et al., 1998). De ce fait, I’infection de monocytes humains avec des amastigotes de
L. donovani atténuent 1’activation de la voie des Jak-Stat induite par I’IFN-y (Nandan and
Reiner, 1995). Des résultats similaires démontrent également que Iinfection de
macrophages murins avec des promastigotes de L. donovani est associée a une
déphosphorylation de JAK2 possiblement causée par une suractivation de la protéine
tyrosine phosphatase SHP1 (Blanchette et al., 1999). Ces observations suggérent que L.
donovani interfére directement avec 1’activation de la voie des JAK-STAT pour inhiber

I’expression du CMH II induite par I’IFN-y.
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OBJECTIFS

Tel que mentionné précédemment, le but général de ce projet de doctorat
consistait 4 mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui modulent deux des

principales fonctions du macrophage, notamment I’inflammation et la présentation

antigénique. Cette étude comportait 3 objectifs :

1) Elucider le réle de PKC-o. dans I’expression de la cyclooxygénase-2 et dans la

sécrétion des PGE; en réponse au LPS et a I'TFN-y.

2) Préciser les mécanismes moléculaires par lesquels PKC-a régule I’expression du

CMH II en réponse a ’'IFN-y.

3) Finalement, 4 la lumiére des résultats obtenus lors de I’étude du piéme objectif et en
se basant sur des études antérieures, le dernier objectif avait pour but de mieux
comprendre la stratégie utilisée par le parasite L. donovani pour inhiber

I’expression du CMH II induite par PIFN-y.
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CHAPITRE I

(L’inflammation chez le macrophage: Etude de ’implication de PKC-o dans la

régulation de ’expression de COX-2 et dans la sécrétion des PGE;)



Résumé de la premiére publication

« Cyclooxygenase-2 expression in macrophages : modulation by Protein Kinase C-a. J.

Immunol. 2000. 165 (7). 3985-3991 »

COX-2 est une enzyme inductible responsable de la synthése de PGs au cours des
réponses inflammatoires et immunitaires. Des études précédentes basees sur I’utilisation
d’inhibiteurs pharmacologiques suggérent que PKC est impliquée dans la production des
PGs possiblement en régulant I’expression de COX-2. La présente étude avait pour but
d’élucider le rdle de PKC-o. dans la modulation de 1’expression de COX-2 et dans la
synthése des PGE; chez la lignée de macrophages murins RAW 264.7 surexprimant un
mutant DN de PKC-o.. L’effet de différents stimuli, notamment le LPS et 'IFN-y ainsi
que Ieffet du parasite intracellulaire L. donovani a été étudié sur I’expression de COX-2.
Tout d’abord, en réponse au LPS I’expression du géne et de la protéine COX-2 diminue
chez les macrophages exprimant le DN de PKC-a.. Contrairement a ce que 1’on observe
en réponse au LPS, I’expression de COX-2 induite par 'IFN-y augmente de fagon
significative chez les clones surexprimant le DN PKC-a.. On a également démontré une
importante corrélation entre les niveaux de PGE; et les niveaux d’ARNm et de protéine
COX-2 induits par I'IFN-y chez les macrophages surexprimant le DN PKC-o.
IL’ensemble de ces résultats suggére un role pour PKC-a tant dans la modulation de

I’expression de COX-2 induite par le LPS et 'IFN-y que dans la sécrétion des PGE,
induite par ’'IFN-y.
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ABSTRACT

Cyclooxygenase-2 (COX-2) is an inducible enzyme responsible for high levels
prostaglandin (PG) production during inflammation and immune responses. Previous
studies with pharmacological inhibitors suggested a role for protein kinase C (PKC) in
prostaglandin production possibly by regulating COX-2 expression. In the present study,
we addressed the role of PKC-a in the modulation of COX-2 expression and PGE;
synthesis by overexpressing of a dominant-negative (DN) mutant of this isoenzyme in the
mouse macrophage cell line RAW 264.7. We investigated the effect of various stimuli on
COX-2 expression, namely lipopolysaccharide (LPS), IFN-y, and the intracellular parasite
Leishmania donovani. Whereas LPS-induced COX-2 mRNA and protein expression
were down-regulated in DN PKC-a-overexpressing clones, IFN-y-induced COX-2
expression was upregulated in DN PKC-a-overexpressing clones with respect to normal
RAW 264.7 cells. Measurements of PGE; levels revealed a strong correlation between
PGE, secretion and IFN-y-induced COX-2 mRNA and protein levels in DN PKC-a-
overexpressing clones. Taken together, these results suggest a role for PKC-a in the
modulation of LPS- and IFN-y-induced COX-2 expression, as well as in IFN-y-induced

PGE; secretion.
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INTRODUCTION

Prostaglandins (PGs) are important mediators of inflammatory and immune
responses. Their secretion is induced by various stimuli including LPS, phorbol esters,
cytokines, and phagocytosis (1). Prostaglandin E; (PGE,) is one of the main PGs
secreted in large quantities by macrophages and acts as an autocrine regulator of their
activity (2, 3). Cyclooxygenases (COX), the key enzymes responsible for the conversion
of arachidonic acid to PGs, exist in two isoforms with different physiological functions.
Whereas COX-1 is constitutively expressed in most cell types and is responsible for
regulating normal physiological functions (3, 4), COX-2 is inducible in cells playing a
role in inflammation such as macrophages, fibroblasts, and endothelial cells (5, 6). In
human and murine macrophages, COX-2 expression is induced by LPS, interleukin-1,
and phorbol esters (6-9). Studies with the murine macrophage cell line RAW 264.7
indicated that accumulation of COX-2 mRNA can be induced by a combination of IFN-y
and LPS but not by IFN-y alone (10). In addition to soluble mediators, pathogens such as
the intracellular parasite Leishmania donovani can increase synthesis of PGE,, possibly

by inducing alterations in the cyclooxygenase pathway (11, 12).

Previous studies using protein kinase C (PKC) inhibitors and activators suggested
that PGE, synthesis requires the activation of PKC in the mouse macrophage cell line
RAW 264.7, as well as in peritoneal macrophages (1, 13). Twelve isoenzymes of PKC, a
family of protein serine/threonine kinases, have been identified so far. 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.
Six of them are expressed in macrophages but their respective roles in the regulation of
macrophage functions are poorly understood (14, 15). Using clones of the RAW 264.7
macrophage cell line overexpressing a dominant-negative mutant of PKC-a (DN PKC-
a.), we recently reported that PKC-a regulates selective LPS-induced responses,
including iNOS and IL-1a expression (16). This study led us to propose a role for PKC-

o in the regulation of inflammatory responses. Previous studies based on selective
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depletion of PKC isoenzymes and their differential sensitivities to pharmacological
inhibitors led to the suggestion that PKC-a. regulates zymosan-stimulated arachidonic
acid metabolism and eicosanoid synthesis in peritoneal macrophages (17). To further
investigate the role of PKC- in the regulation of COX-2 expression and PGE, secretion,
we used DN PKC-a-overexpressing clones of the RAW 264.7 macrophage line (16). We
obtained evidence that PKC-a modulates COX-2 expression in macrophages exposed to
both LPS and IFN-y, thereby providing additional evidence that PKC-a. is involved in the

regulation of macrophage inflammatory responses.
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MATERIALS AND METHODS

Cell lines. The murine macrophage cell line RAW 264.7 transfected with the expression
vector pCIN-4, and the DN PKC-a-overexpressing clones B1 and C2 (16) were cultured
in a 37°C incubator with 5 % CO; in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with
glutamine (Life Technologies Inc., ON, Canada), containing 10% heat-inactivated FBS
(Hyclone, Logan, UT), 10 mM Hepes pH 7.3, and antibiotics supplemented with 200
pg/ml G418 (Life Technologies Inc.).

Bone marrow-derived macrophages. BMM were obtained as previously described
(18). Briefly, bone marrow cells obtained from femurs of 6- to 8-wk-old female BALB/c
mice (Charles River, St-Constant, Québec, Canada), were freed of RBC by osmotic shock
and resuspended in complete medium with 15 % (v/v) 1929 cell-conditioned medium.
After 1 day in culture (37°C, 5 % CO,), non-adherent cells were transfered into new
culture dishes and then allowed to differentiate and adhere for 6 days. BMM were made

quiescent by culturing them in CSF-1-free medium for 18 h prior to being used.

Leishmania. Promastigotes of Leishmania donovani (Ethiopian strain LV9, obtained
from G. Matlashewski, McGill University, Montréal, QC, Canada) were freshly derived
from amastigotes isolated from the spleen of an infected hamster and were grown in at
26°C in RPMI 1640 supplemented with 20% heat-inactivated FBS, 100 uM adenine,

5 uM hemin, 1 uM biotin, 20 mM 2-[N-Morpholino] ethanesulfonic acid, pH 5.5, and
antibiotics. For infections with Leishmania, 2.5 X 10° adherent macrophages were

incubated with 2.5 X 107 parasites for 8 h.

Northern Blot Analyses. Total RNA preparation and Northern Blot analyses were
performed essentially as described previously (16, 19). The probe for murine COX-2
consisted of the 1.2 kb EcoRI/Apal fragment from COX-2 cDNA amplified by PCR
using oligodeoxynucleotides AD-24 (5’-CCCCTTCCTGCGAAGTTTAATC-3’) and
AD-25 (5’-GCATCTGGACGAGGTTTTTCC-3’).
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Plasmids. The luciferase reporter vector (pTIS10L) containing the promoter region of the
mouse COX-2 gene (20) (-963/+70 from the transcription initiation site) was kindly
provided by Harvey Herschman (UCLA) and was used for transient transfections studies.
The PKC-a expression vector (pCMV-PKC-a) was constructed by insertion of the
human wild-type PKC-a cDNA (21) into the HindIII site of the expression vector
pRcCMV (Invitrogen) and was used for overexpression analyses. The pRL-TK plasmid

encoding the Renilla luciferase was from Promega (Madison, WI).

Transient transfections. Adherent cells (2.5 X 10°/well) were transfected using
GenePorter (Gene Therapy Systems) with 0.25 g of COX-2 luciferase reporter plasmid,
and either 0.65 pg of pPRcCMYV (Invitrogen) or pPCMV-PKC-a expression vector for 45
min. All transfections included 0.1 pg of pRL-TK (Promega) as transfection efficiency
control. Cells were transfected with 250 pl DNA/GenePorter mix for 5 h and 1 ml of
serum-free medium was added. Cells were treated 7 h later with 100 ng/ml LPS and
harvested at 12 h in Reporter lysis buffer (Promega). Firefly and Renilla luciferase
values were obtained by analyzing 20 pl of cell extracts according to standard
instructions provided in the Dual Luciferase Kit (Promega) using a Lumat LB 9507
luminometer (EG & G Berthold). Statistically significant differences were identified
using the unpaired Student's ¢ test. p values of 0.01 were considered to be statistically

significant.

Western Blot Analyses. Western Blot analyses were performed as described previously
(16). Anti-COX-2 monoclonal antibodies were from Transduction Laboratories

(Lexington, KY).

PGE; production. PGE; levels in the supernatants of macrophage were measured by
competitive immunoassay (EIA, Cayman Chemicals) after 8 h of incubation with
different stimuli as recommended by the manufacturer. When indicated, the
cyclooxygenase inhibitors NS398 (5 uM) and valeryl salicylate (1 mM) (Cayman
Chemicals, Ann Arbor, MI), or the iNOS inhibitor L-NMMA (500 um) (Alexis, San
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Diego, CA) were used. Statistically significant differences were identified using the

unpaired Student's ¢ test. p values of 0.01 were considered to be statistically significant.
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RESULTS

Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced COX-2 expression. In
macrophages, COX-2 expression is strongly induced by LPS, phorbol-ester, and several
cytokines (22). To investigate the role of PKC-a in this process, we measured COX-2
mRNA accumulation and protein levels expression in normal RAW 264.7 cells
(containing the empty vector) and in DN PKC-a-overexpressing clones (B1 and C2, ref.
16) after stimulation with LPS (10 and 100 ng/ml) for 8 h. In normal RAW 264.7 cells,
LPS induced the expression of COX-2 mRNA accumulation and protein synthesis in a
dose-dependent manner (Fig. 1A and 1B, lanes 1-3). In DN PKC-a-overexpressing
clones, LPS-induced COX-2 mRNA accumulation and protein levels were significantly
inhibited. Densitometric analyses revealed that in clone B1, COX-2 mRNA levels were
reduced by 10- to 20- fold (Fig. 1 A, lanes 4-6) and protein levels were reduced by
approximately 4-fold (Fig. 1 B, lanes 4-6) with respect to the levels observed in control
cells. In clone C2, LPS-induced COX-2 mRNA levels were barely detectable (Fig. 1A,
lanes 7-9), whereas COX-2 protein levels were reduced by approximately 3- to 5- fold
with respect to control cells (Fig. 1B, lanes 7-9). Thus, similar to LPS-induced IL-1a and
iNOS expression (16), DN PKC-o overexpression strongly inhibited LPS-induced COX-
2 expression in RAW 264.7 macrophages.

Overexpression of PKC-a increases LPS-induced COX-2 promoter activity. The
inhibition of LPS-induced COX-2 expression in DN PKC-a-overexpressing macrophages
indicated that PKC-a. plays a role in modulating COX-2 expression. To further
demonstrate the involvement of PKC-a in the induction of COX-2 by LPS, we
transiently transfected RAW 264.7 cells with a COX-2-luciferase reporter and a wild type
PK C-o expression vector. Overexpression of wild type PKC-a had no effect on basal
COX-2 promoter activity in untreated RAW 264.7 cells (Fig. 2). In contrast, PKC-a
overexpression significantly increased LPS-stimulated COX-2 promoter activity by

approximately two-fold with respect to controls (Fig. 2, p = 0.0001, » = 3). These data
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are consistent with PKC-a playing a role in modulating COX-2 expression in LPS-

stimulated macrophages.

Effect of DN PKC-a overexpression on COX-2 expression following a stimulation
with IFN-y. IFN-y is a potent regulator of macrophage function (23). In addition to
inducing the expression of several genes, incubation of macrophages with IFN-y
enhances their responsiveness to LPS (10, 24). To determine whether PKC-a plays a
role in the regulation of IFN-y-induced responses we have measured the induction of
COX-2 mRNA accumulation and protein synthesis in control RAW 264.7 cells and in the
DN PKC-o overexpressing clones B1 and C2 in response to 100 U/ml IFN-y alone or in
combination with 100 ng/ml LPS. Macrophages were primed with 100 U/ml IFN-y for
18 h before the addition of either 100 U/ml IFN-y or the combination of 100 U/ml IFN-y
and 100 ng/ml LPS. IFN-y induced an important increase of COX-2 mRNA
accumulation in DN PKC-a overexpressing cells (20-fold for clone B1 and 60-fold for
clone C2) (Fig.3A, lanes 6 and 10) compared with control cells (Fig. 3A, lane 2). Similar
results were obtained with the levels of COX-2 protein expression, as in clone Bl
(Fig.3B, lane 6) and in clone C2 (Fig.3B, lane 10) COX-2 levels were increased by 2-fold

and 4-fold, respectively, compared to the levels observed in control cells (Fig. 3B, lane
2). This significant increase in IFN-y-induced COX-2 expression in DN PKC-a.-
overexpressing RAW 264.7 cells suggested that PKC-a negatively modulates IFN-y-
induced COX-2 expression. When macrophages were exposed to a combination of both
IFN-y and LPS, high levels of COX-2 mRNA and protein were induced independently of
DN PKC-a overexpression (Fig 3A and 3B, lanes 4, 8, and 12). Thus, DN PKC-

o overexpression had little effect on the synergistic effect of LPS and IFN-y on the
induction of COX-2 mRNA accumulation and protein synthesis.

COX-2 expression following a phagocytic stimulation with Leishmania donovani
promastigotes. Infection with the intracellular protozoan L. donovani stimulates
macrophages to secrete PGE,, possibly by inducing COX-2 expression (11, 12). We thus

determined whether PKC-o was involved in this process by comparing the induction of
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COX-2 mRNA accumulation and protein synthesis in normal RAW 264.7 cells and in
DN PKC-a-overexpressing clones following phagocytosis of L. donovani promastigotes.
For priming experiments, cells were incubated for 18 h with 100 U/ml IFN-y before the
addition of either 100 U/ml IFN-y alone or in combination with L. donovani
promastigotes for an additional 8 h. Phagocytic stimulation with L. donovani
promastigotes failed to induce COX-2 mRNA accumulation as well as protein synthesis
in control RAW 264.7 macrophages (Fig. 4A and 4B, lane 3) and in the two DN PKC-a-
overexpressing clones (Fig. 4A and 4B, lane 7 for clone B1 and lane 11 for clone C2).
Priming with IFN-y had no effect on the induction of COX-2 expression following
phagocytosis of L. donovani, as COX-2 mRNA and protein levels induced by IFN-y
alone (Fig. 4A and 4B, lane 2 for control cells, lane 6 for clone B1 and lane 10 for clone
C2) were similar to those induced by the combination of IFN-y and L. donovani (Fig. 4A
and 4B, lane 4 for control cells, lane 8 for clone B1 and lane 12 for clone C2). In naive
BMM, L. donovani evaded the induction of COX-2 expression (Fig 5A and 5B, lane 5),
whereas priming with IFN-y led to the induction of COX-2 mRNA and protein synthesis
by L. donovani promastigotes in BMM (Fig.5A and 5B, lane 6).

Effect of DN PKC-a overexpression on PGE; secretion. We compared the ability of
control RAW 264.7 cells and clones B1 and C2, to secrete PGE, in response to either
LPS (10 or 100 ng/ml), 100 U/ml IFN-y, or L. donovani. As shown in Figure 6A, in the
presence of 10 ng/ml (hatched bars) and 100 ng/ml (closed bars) LPS, control RAW
264.7 cells as well as DN PKC-a-overexpressing clones Bl and C2 secreted PGE; in a
dose-dependent manner. In contrast to COX-2 mRNA and protein levels, overexpression
of DN PKC-a did not affect LPS-induced PGE; secretion by RAW 264.7 cells (For 10
ng/ml LPS, p = 0.15 for B1 vs control cells, and p = 0.02 for C2 vs control cells, n = 3.
For 100 ng/ml LPS, p = 0.103 for B1 vs control cells, and p = 0.07 for C2 vs control
cells, n = 3). Data obtained with the specific COX-2 inhibitor NS-398 (5 uM) (25)
confirmed that COX-2 activation is the major pathway responsible LPS-stimulated PGE;
secretion (Table I). The observation that valeryl salicylate, a COX-1 inhibitor (26),
reduced LPS-induced PGE; production by 50% suggested a role for COX-1, although it
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is possible that COX-2 activity was also inhibited at the concentration used (1 mM)
(Table I). As shown in Fig. 6B, IFN-y induced the secretion of minimal PGE; levels in
control RAW 264.7 cells, whereas DN PKC-a-overexpression increased IFN-y-induced
PGE, secretion by 35-fold by clone B1 (p = 0.005, n = 3) and 70-fold by clone C2 (p =
0.01, n =3). Collectively, these results indicated that DN PKC-a overexpression had no
effect on LPS-induced PGE; secretion but strongly upregulated IFN-y-induced PGE;
secretion. When macrophages were exposed to a combination of IFN-y and LPS, control
RAW 264.7 cells and the DN PKC-a-overexpressing clones B1 and C2 secreted similar
PGE,; levels (p = 0.04 for B1 vs control cells, and p = 0.795 for C2 vs control cells, n = 3)
(Fig. 6C). As observed for COX-2 mRNA and protein synthesis, L. donovani
promastigotes failed to induce PGE; secretion in control RAW 264.7 cells as well as in

DN PKC-a-overexpressing clones B1 and C2 (data not shown).
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DISCUSSION

Prostaglandins are important regulatory mediators for the maintenance of
numerous physiological functions and are synthesized by most mammalian tissues (3,
27). In inflammatory reactions, macrophages are the main producers of large quantities
of PGE; (10, 28). COX-2, the inducible cyclooxygenase isoform, has been identified in
activated macrophages and constitutes the key enzyme responsible for the high
production of inflammatory prostaglandins such as PGE; (3, 5, 29). A role for PKC in
the regulation of prostaglandin production (possibly by regulating COX-2 expression) has
been suggested after treatment of macrophages with PKC inhibitors or activators (1, 13).
In the present study, we investigated the role of PKC-a in the regulation of COX-2
expression in macrophages. To this end, we have stably overexpressed a DN mutant of
this isoenzyme in the murine macrophage cell line RAW 264.7 (16). We obtained
evidence suggesting that PKC-a. activity is important for the modulation of COX-2

expression in macrophages exposed to either LPS or IFN-y.

Previous studies suggested that PKC is involved in the regulation of COX-2
expression. A role for PKC-a in the regulation of zymosan-induced PGE, secretion in
mouse peritoneal macrophages has been previously proposed based on the selective
down-regulation of PKC isoenzymes and on their differential sensitivities to
pharmocological inhibitors (17). Recently, it has been reported that overexpression of
wild type PKC-a in mouse epidermis increases phorbol esters-induced expression of
specific proinflammatory mediators, including COX-2, suggesting that PKC-a plays a
role in cutaneous inflammation (30). Our data obtained with DN PKC-o-overexpressing
clones suggest that this isoenzyme is required for COX-2 expression the RAW 264.7
macrophage cell line. However, the possibility exists that stable overexpression of the
DN PKC-a might have affected basal PKC-a activity levels, thereby altering the
maintenance of normal cellular functions. A possible consequence of such alterations
could be the loss of regulator(s), which could potentially affect signal transduction

pathways leading to COX-2 expression. Accordingly, PKC-a would play a secondary
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role in LPS-induced COX-2 expression. On the other hand, our observation that
overexpression of wild type PKC-o. increases LPS-induced COX-2 promoter activity is
not consistent with this possibility and argues in favor of a direct role for PKC-a. (Fig. 2).
Thus, our observations further support a role for PKC-a in the modulation of COX-2

expression in macrophages, and hence in the regulation of inflammatory responses.

The mechanism by which PKC-a. modulates COX-2 expression remains obscur. One
possibility is that PKC-a is required for the activation of specific transcription factors. In
this regard, few studies have addressed the identity of the transcription factor(s)
regulating COX-2 expression (31, 32, 33). The ubiquitous transcription factor NF-kB,
one of the main mediator of LPS responses (34), binds to regulatory sequences within the
promoter region (-403 bp to -395 bp) of both the human and mouse COX-2 genes to
regulate COX-2 expression (35). Since LPS-induced NF-xB activation takes place
normally in DN PKC-a-overexpressing macrophages (16), it is likely that transcription
factor(s) other than NF-xB and required for LPS-induced COX-2 expression, may be
defective in our DN PKC-a overexpressing clones. Consensus binding sites for NF-IL6
have been identified within the COX-2 promoter region, and recent evidence indicated
that this regulatory sequence is responsible for the induction of human COX-2 by LPS,
through NF-IL6B (C/EBPS) (33). More recently, it has been established that while NF-
«B is not required, NF-IL6 is essential for LPS-induced COX-2 gene expression in RAW
264.7 cells (36). Further studies will be required to examine whether a defective
activation of NF-IL6 could account for the inhibition of LPS-induced COX-2 expression
in the DN PKC-a overexpressing RAW 264.7 macrophages. In this regard, preliminary
evidence indicated that DN PKC-a overexpression inhibited LPS-induced NF-IL6
activation in RAW 264.7 cells (F. Chano and A. Descoteaux, unpublished data).

IFN-y is a pleiotropic cytokine that plays a key role in modulating immune and
inflammatory responses (37) and regulates several macrophages functions (38). Previous
studies in human macrophages demonstrated that IFN-y priming is required for the

induction of COX-2 expression following stimulation with either IFN-y or TNF-a.
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Moreover, IFN-y in combination with either LPS or TNF-a,, induced a synergistic
increase in the accumulation of COX-2 mRNA (24). This synergistic effect is however
not universal, as IFN-y priming down-regulated COX-2 gene transcription in response to
IL-1B but not to LPS in human macrophages (6). In spite of these observations, no data
exist on the regulation of COX-2 expression by PKC following stimulation with IFN-y.
In contrast to LPS-induced COX-2 expression, we found that levels of COX-2 mRNA
were significantly enhanced in DN PKC-a-overexpressing macrophages following a
stimulation with IFN-y. These data suggest that PKC-a. negatively modulates COX-2
expression in response to IFN-y. Two possible mechanisms may account for these
results. First, overexpression of DN PKC-a influences the transcriptional activity of the
COX-2 promoter, possibly by regulating the activation of IFN-y-induced transcription
factor(s). ICSBP, which is primarily expressed in cells of the macrophage and
lymphocytic lineages, is a member of the IRF family that binds to a DNA sequence,
known as the ISRE, that mediates IFN-y responsiveness for several genes (39, 40).
ICSBP mRNA levels become elevated in response to IFN-y, but not IFN a/f, in
macrophage cell lines and in thioglycollate-elicited peritoneal macrophages (41). Thus,
the selectivity of ICSBP for macrophages and other cells of the immune system, coupled
with its strong inducibility and long-half-life in macrophages, suggests that it could play a
critical role in the down-regulation of macrophage activity after activation by IFN-y (42).
Recent studies provided evidence that ICSBP can selectively suppress the expression of
IFN-responsive genes (40). Furthermore, induction of ICSBP mRNA by IFN-y was
found previously to be inhibited by PKC inhibitors (41). Considering these observations,
it will be of interest to verify the role of ICSBP in IFN-y-induced COX-2 expression in
DN PKC-a overexpressing RAW 264.7 cells in response to IFN-y. Second, the steady-
state levels of COX-2 transcripts are the result of a balance between the rate of gene
transcription and the rate of degradation of the mRNA produced. The 3’ untranslated
region of COX-2 mRNA contains conserved AUUA repeats also found in other short-
lived mRNA species, such as GM-CSF mRNA (20, 43), that are important in determining
mRNA stability and translation (44, 45). Whether PKC-a activity negatively regulates
the binding of putative cytosolic factors to the 3’ untranslated region of the COX-2
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transcripts, and hence influences COX-2 mRNA stability in IFN-y stimulated

macrophages, is an hypothesis that will deserve further attention.

L. donovani is an obligate intracellular protozoan that resides within mononuclear
phagocytes of infected mammals (46). A previous study demonstrated that infection of
murine peritoneal macrophages with L. donovani induced specific alterations in
cyclooxygenase and lipoxygenase pathways. This response involved selective increase
of some metabolites, such as PGE, (11). Another study in spleen cells indicated an ex-
vivo evidence for increased cyclooxygenase activity (12). Because LPS- and IFN-y-
induced COX-2 expression are modulated by PKC-a it was of interest to determine
whether DN PKC-a-overexpression would influence COX-2 expression during
phagocytosis of L. donovani promastigotes. However, we failed to detect COX-2
expression in RAW 264.7 cells exposed to L. donovani promastigotes. In contrast to
RAW 264.7 cells, IFN-y treatment of BMM prior to infection with L. donovani

promastigotes allowed the induction of COX-2 expression.

Whereas COX-2 mRNA and protein synthesis were inhibited, LPS-induced PGE;
secretion was normal in DN PKC-a-overexpressing macrophages. A recent study
reported that secretion of NO attenuates PGE; production in response to LPS in RAW
264.7 macrophages (47). Moreover, it was shown that NO suppresses the activity and
expression of COX-2 mRNA in LPS-stimulated rat peritoneal macrophages (48).
However, data obtained with the iNOS inhibitor L-NMMA (Table I) ruled out the
possibility that our data are related to the low levels of NO secreted by LPS-stimulated
DN PKC-a-overexpressing clones (16). In contrast, PGE, secretion was increased in DN

PKC-a-overexpressing clones compared with control RAW 264.7 cells in response to

IFN-y.

In summary, we have provided evidence suggesting a role for PKC-a in the

modulation of COX-2 expression in macrophages. Further knowledge of the mechanism
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that regulates COX-2 expression may potentially lead to the developpment of novel anti-

inflammatory therapies.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced COX-2 expression.
Adherent cells (vector alone, clone B1, and clone C2) were incubated in the absence
(lanes 1, 4, and 7) or in the presence of either 10 ng/ml (lanes 2, 5, and 8) or 100 ng/ml
(lanes 3, 6, and 9) LPS for 8 h. Total RNA was extracted and Northern Blot analyses was
performed (A) and cell extracts were prepared for Western Blot analyses (B) as described
under Materials and Methods. RNA integrity and loading were assessed by ethidium

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

Figure 2. Overexpression of PKC-o. increases LPS-induced COX-2 promoter activity in
RAW 264.7 macrophages. Adherent RAW 264.7 cells were transiently transfected with
the COX-2/Luc reporter construct and pRL-TK were for 5 h, along with either the control
vector (hatched bars) or the wild-type PKC-o. expression vector (open bars). Cells were
incubated for 7 h and then stimulated with 100 ng/ml LPS 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. Each experiments were performed in
triplicate and are representative of results obtained in two separate experiments. **p =

0.0001 as compared with LPS-stimulated cells transfected with control vector.

Figure 3. Effect of DN PKC-a overexpression on COX-2 expression induced by LPS
and IFN-y. Adherent cells (vector alone, clone B1, and clone C2) were incubated in the
absence (lanes 1, 5, and 9) or in the presence of either 100 U/ml IFN-y (lanes 2, 6, and
10), 100 ng/ml LPS (lanes 3, 7, and 11) or a combination of both (lanes 4, 8, and 12) for
8 h. For priming experiments, cells were first incubated with 100 U/ml IFN-y for 18 h
followed by additional stimulation with LPS, IFN-y or both. Total RNA was extracted
and Northern Blot analyses was performed (A) and cell extracts were prepared for
Western Blot analyses (B) as described under Materials and Methods. RNA integrity and
loading were assessed by ethidium bromide staining. Similar results were obtained in at

least three separate experiments.
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Figure 4. Effect of DN PKC-a overexpression on COX-2 expression induced by
Leishmania donovani promastigotes. Adherent cells (vector alone, clone B1, and clone
C2) were incubated in the absence (lanes 1, 5, and 9) or in the presence of different
stimuli, namely 100 U/ml IFN-y (lanes 2, 6, and 10), L. donovani promastigotes (lanes 3,
7, and 11) or a combination of both (lanes 4, 8, and 12) for 8 h. For priming experiments,
cells were first incubated with 100 U/ml IFN-y for 18 h followed by additional
stimulation with L. donovani, IFN-y or both. Total RNA was extracted and Northern Blot
analyses was performed (A) and cell extracts were prepared for Western Blot analyses
(B) as described under Materials and Methods. RNA integrity and loading were assessed
by ethidium bromide staining. Similar results were obtained in at least three separate

experiments.

Figure 5. COX-2 expression in BMM. BMM were incubated in the absence (lane 1) or
in the presence of different stimuli (lanes 2-6) for 8 h. For priming experiments, cells
were first incubated with 100 U/ml IFN-y for 18 h followed by 100ng/ml LPS, L.
donovani promastigotes, or 100 U/ml IFN-y. Total RNA was extracted and Northern
Blot analyses was performed (A) and cell extracts were prepared for Western Blot
analyses (B) as described under Materials and Methods. RNA integrity and loading were
assessed by ethidium bromide staining. Similar results were obtained in at least three

separate experiments.

Figure 6. Effect of DN PKC-a on PGE, secretion. Adherent cells (vector alone, clone
B1, and clone C2) were incubated in the absence or presence of either 10 ng/ml or 100
ng/ml LPS (A), 100 U/ml IFN-y (B) or a combination of 100 U/ml IFN-y and 100 ng/ml
LPS (C) for 8 h. Cells stimulated with IFN-y were first incubated for 18 h with 100 U/ml
IFN-y. Levels of PGE; in cell supernatant were determined by Elisa as described under
Materials and Methods. Each experiments were performed in triplicate and are
representative of results obtained in three separate experiments. *p < 0.05 and **p < 0.01

as compared with IFN-y-treated control cells.
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Figure 1: Effect of DN PKC-a overexpression on
LPS-induced COX-2 expression
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Figure 2: Overexpression of PKC-o increases LPS-induced
COX-2 promoter activity in RAW 264.7 macrophages
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Figure 3: Effect of DN PKC-a overexpression on COX-2
expression induced by LPS and IFN-y
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Figure 4: Effect of DN PKC-o overexpression on COX-2 expression
induced by L. donovani promastigotes
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Figure 5: COX-2 expression in BMM
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Figure 6: Effect of DN PKC-o on PGE, secretion
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Table 1. Effect of COX and iNOS inhibitors on LPS-induced PGE; secretion in RAW
264.7 macrophages *

PGE; (pg/ml/ug protein)b

Vector Clone C2
Inhibitors Control LPS Control LPS
None 0.07 +£0.00 12.89 +0.91 0.09 £ 0.04 13.58 +£3.20
NS-398 0.13+£0.06 0.08 +0.04 0.07+0.01 0.08 +£0.04
Valeryl Salicylate 0.12£0.01 7.61+1.63 0.16+0.07 6.12+0.83
L-NMMA 0.12+£0.05 13.20+ 1.34 0.15+£0.05 14.19+£2.12

? Macrophages (2.5 X 10° per well) were incubated for 15 min in the absence or presence
of either NS-398 (5 um), valeryl salicylate (I mM), or L-NMMA (500 pum) prior to the
addition of 100 ng/ml LPS. PGE; levels in the supernantants were measured after 8 h as
described in Materials and Methods.

b Results are expressed in picograms per milliliter PGE, produced per microgram total

protein. The values represent the mean + SD of one experiment performed in triplicate
samples. Similar results were obtained in a separate experiment.
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CHAPITRE 11

(La présentation antigénique chez le macrophage: Etude des mécanismes moléculaires

qui modulent I’expression du CMH de classe 1I)



Résumé de la deuxiéme publication

« IFN-y-induced MHC class II expression : transactivation of CIITA promoter IV by
IRF-1 is regulated by Protein Kinase C-o.. J. Immunol. 2003. 171 (8) 4187-4194 »

Des évidences pharmacologiques suggérent !’implication de PKC dans la
régulation de I’expression du CMH de classe II. Les travaux présentés dans le présent
article avaient pour but d’étudier les mécanismes moléculaires par lesquels PKC-a
module I’expression du CMH de classe II en réponse a I'IFN-y dans la lignée de
macrophage murin RAW 264.7. En réponse a I’IFN-y, la surexpression du DN de PKC-a
inhibe I’expression du CMH de classe II mais n’a aucun effet ni sur la translocation
nucléaire et la liaison 4 I’ADN de STAT1, ni sur I’expression d’iNOS, du CMH de classe
I, d’IRF-1, d’ICSBP et d’IP-10. CIITA est un facteur de transcription essentiel a
I’expression du CMH IL Nos expériences ont permis de démontrer que I’accumulation
d’ARNm de CIITA est fortement diminuée chez les macrophages surexprimant le mutant
DN de PKC-a.. De plus, des expériences de transfections transitoires utilisant un vecteur
rapporteur contenant le promoteur IV du géne CIITA révelent que la surexpression d’une
forme constitutivement active de PKC-a. augmente la capacité de transactivation de IRF-
1 sans augmenter celle de IRF-2. Des différences au niveau des modifications post-
traductionelles de IRF-1 ont également été observées entre les cellules témoins et les
cellules surexprimant le mutant DN de PKC-a.. Collectivement, nos données suggeérent
un nouveau mécanisme de régulation pour I’expression du CMH II en réponse a I’'TFN-y,
par lequel PKC régule I’expression de CIITA en modulant de fagon sélective I’activité

transcriptionelle de IRF-1.
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Abstract

Previous studies based on pharmacological evidence suggested a requirement for protein
kinase C (PKC) activity in the regulation of IFN-y-induced MHC class II expression. In
the present study, we investigated the molecular mechanisms by which PKC-o. modulates
IFN-y-induced MHC class II expression in the mouse macrophage cell line RAW 264.7.
Overexpression of a dominant-negative (DN) mutant of PKC-a inhibited the expression
of IFN-y-induced MHC class II but had no effect on IFN-y-induced STAT1 nuclear
translocation and DNA binding activity, as well as on the expression of iNOS, ICSBP,
MHC I, IRF-1, and IP-10. Further analysis showed that IFN-y-induced expression of the
MHC class II transactivator (CIITA), a transcriptional coactivator essential for MHC
class I expression, was inhibited in DN PKC-a-overexpressing cells. Studies with
reporter constructs containing the promoter IV region of CIITA revealed that
overexpression of a constitutively active mutant of PKC-o. enhanced IRF-1, but not IRF-
2, transcriptional activity. Furthermore, characterization of IRF-1 from both normal and
DN PKC-a-overexpressing cells revealed differences in IRF-1 posttranslational
modifications. Collectively, our data suggest a novel regulatory mechanism for IFN-y-
induced MHC class II expression, whereby PKC regulates CIITA expression by

selectively modulating the transcriptional activity of IRF-1.
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Introduction

Major histocompatibility complex class II (MHC class II) molecules play a
pivotal role in the induction and regulation of immune responses by virtue of their ability
to present peptides derived mainly from processed extra-cellular antigens to CD4" T
helper lymphocytes (1, 2). Although constitutively present on "professional” antigen-
presenting cells (monocytes/macrophages, B cells, and dendritic cells), MHC class II

expression can be induced in most cell types and tissues by IFN-y (1, 3, 4).

The regulation of both constitutive and IFN-y inducible MHC class II expression
occurs primarily at the transcriptional level. The signaling cascade leading to MHC class
IT gene expression in response to IFN-y is initiated by the activation of the protein
tyrosine kinases Jakl and Jak2 and the subsequent tyrosine phosphorylation and
dimerization of Statl. Then, Statl dimers translocate to the nucleus where they bind to
IFN-y-activated sequence (GAS">) elements present in the promoters of IFN-y-responsive
genes (5). Such genes include the transcription factor interferon regulatory factor (IRF)-1
and the transcriptional coactivator CIITA. IRF-1, which is strongly inducible by IFN-y,
binds promoter sequences known as IFN-stimulated responsive element (ISRE) (6), and
is essential for CIITA induction by IFN-y (7). CIITA is a non-DNA binding
transcriptional coactivator essential for both constitutive and IFN-y-inducible MHC class
IT expression (8, 9). CIITA gene expression is controlled by the alternative usage of three
distinct promoters: constitutive expression in dendritic cells and B lymphocytes by
promoters I and III, respectively, and IFN-y-inducible expression in other cell types
mainly by promoter IV (10). However, a recent study revealed that in macrophages, both
type I and type IV CIITA are responsive to IFN-y (11). Although the regulation of type I
CITA remains to be elucidated, IFN-y inducibility of type IV CIITA is dependent mainly
upon an ISRE, a GAS and an adjacent E-box, which bind the transcription factors IRF-1,
STAT1 and upstream stimulating factor-1 (USF-1), respectively (12).
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Previous studies using protein kinase C (PKC) inhibitors suggested that IFN-y-
induced MHC class II expression requires the activation of PKC in macrophages and
astrocytes (13-15). Furthermore, microinjection of peritoneal macrophages with purified
PKC was sufficient to induce MHC-II expression, suggesting that PKC participates in the
regulation of MHC-II expression (16). Despite that considerable progress was made
concerning the elucidation of the transcriptional events leading to IFN-y-induced MHC
class II expression, the role of PKC in this process remains poorly understood. At least
six isoenzymes of PKC, a family of protein serine/threonine kinases, are expressed in
macrophages but knowledge on their respective roles in the regulation of macrophage
functions is limited. Using clones of the RAW 264.7 macrophage cell line
overexpressing a dominant-negative mutant of PKC-a (DN PKC-a) (17), we have
accumulated evidence that PKC-a is involved in theregulation of several macrophage
functions, including LPS- and IFN-y-induced responses, as well as phagocytosis (17-19).
In the present study, we report that PKC-a selectively regulates IFN-y-induced
expression of MHC class II by modulating the ability of IRF-1 to transactivate the CIITA
promoter IV. These results suggest that PKC-a participates in the development of a

proper adaptative immune responses in macrophages.
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Materials and Methods

Cell lines. The murine macrophage cell line RAW 264.7 transfected with the expression
vector pCIN-4, and the DN PKC-a-overexpressing clones A2, B1 and C2 (17) were
cultured in a 37°C incubator with 5% CO, in DMEM with glutamine (Life Technologies,
Ontario, Canada), containing 10% heat-inactivated FBS (HyClone, Logan, UT), 10 mM
Hepes pH 7.3, antibiotics, and 500 pg/ml G418 (Life Technologies).

Northern blot analyses. Total RNA extraction and Northern blot analyses were
performed essentially as described previously (17, 20). The probe for murine MHC-II
(H2-IA-a ; d haplotype) consisted of a 591-bp fragment from the MHC-II cDNA
amplified by PCR using oligodeoxynucleotides AD-70 (forward) (5°-
ggaattcTGGGAATCTCAGGTTCCCAGTG-3’) and AD-71 (reverse) (5°-
ggaattcTGAACACCATGCTCAGCCTCTG-3’). The probe for murine MHC-1 (H2-K d)
consisted of a 518-bp fragment from the MHC-I cDNA amplified by PCR using
oligodeoxynucleotides AD-92 (forward) (5’-ggaattcGATTACATCGCCCTGAACG-3’)
and AD-93 (reverse) (5’- ggaattc AATTCAAGGACAACCAGAACAGCAATG-3’). The
probe for murine IP-10 was the 500-bp EcoRI fragment from C7-1 (21) (from the
American Type Culture Collection). The inducible nitric oxide synthase (iNOS) probe
was the 817-bp Hincll-EcoRI fragment from piNOSL3 (22) (provided by D. Radzioch,
McGill University, Montreal, Canada). The probe for murine ICSBP was the 1.2-kb
EcoRI fragment from pSK-ICSBP (23) (kindly provided by K. Ozato, NIH). The probe
for murine IRF-1 consisted of a 207-bp fragment from the IRF-1 cDNA obtained by PCR
amplification using oligodeoxynucleotides AD-134 (forward) (5’-
CAGAGGAAAGAGAGAAAGTCC-3’) and AD-135 (reverse) (5’-
CACACGGTGACAGTGCTGG-3’).

RT-PCR reactions. Total RNA was prepared as described previously (17, 20). The
relative quantities of mRNA for CIITA and hypoxanthine guanine phosphoribosyl
transferase (HPRT), were determined by RT-PCR. For cDNA synthesis, 5 pg of total
RNA, 1 pl of oligo-d(T) primer (Amersham Pharmacia Biotech), and RNAse-free water
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were added to a sterile microcentrifuge tube to obtain a total volume of 14 pl. This
reaction mixture was heated at 70 C for 10 min, placed on ice for 1 min and the following
components were added: 2 pl 10X synthesis buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM
KCl, 25 mM MgCl,, 1 pg/ul BSA), 1 ul 10 mM dNTP mix (Amersham Pharmacia
Biotech), 2 u1 0.1 M DTT, and 1 pl of AMV reverse transcriptase (Amersham Pharmacia
Biotech, 20 U/ul). Samples were then incubated at room temperature for 10 min, 42 C for
50 min, and 70 C for 15 min. For PCR reactions, samples were amplified under the
following conditions: 30 sec at 94 C, 1 min at 50 C, and 1 min at 72 C (30 cycles). After
the PCR amplification reaction, 20 pl of PCR products were analyzed by electrophoresis
in a 1.3% agarose gel. The primers used for CIITA were AD-157 (forward) (5°-
CAAGTCCCTGAAGGATGTGGA-3’) and AD-158 (reverse) (5°-
ACGTCCATCACCCGGAGGGAC-3’). The primers used for type I CIITA were AD-
263 (forward) (5’~-AAGAGCTGCTCTCACGGGAAT-3’) and AD-268 (reverse) (5’-
CTCTGCTCCAATGTGCTCCTA-3’). The primers used for type IV CIITA were AD-
267 (forward) (5’-ACAGCCACAGCCGCGACCATA-3’) and AD-268 (reverse) (5’-
CTCTGCTCCAATGTGCTCCTA-3’). The primers used for HPRT were AD-55
(forward) (5’-GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG-3’) and AD-56 (reverse) (5°-
GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC-3’).

Western blot analyses. Western blot analyses were performed as described previously
(17). Rabbit polyclonal antisera against IRF-1 and IRF-2 were purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Plasmids. For the dual luciferase assays, the upstream 377 bp of the type IV promoter of
CITA was PCR-amplified and cloned into the pGL3-basic firefly luciferase reporter
vector (Promega, WI, USA). The two putative transcription factors binding sites, ISRE
and GAS, were mutated as described previously (24). The GAS element was changed
from TTCTGAGAAA to TAGTGAGAAA and the ISRE motif from
GAAAGTGAAAGG to GAAAGTGGTGGG. Mouse IRF-2 expression vector was
constructed as described (25). The primers used for PCR-amplification of IRF-1 were
(forward) (5-CGGATCCCTCCGGCACCCTCTGCGA-3') and (reverse) (5'-
GAATTCCGGAGGGAGACAAGAACGGGTCAGA-3") and the IRF-1 product was
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then inserted into pcDNA3 (BamHI/EcoRI) (Invitrogen, NV Leek, The Netherlands).
The constitutively active (CA) PKC-a expression vector was provided by Dr G. Baier
(University of Innsbruck, Austria). The pRL-TK plasmid encoding the Renilla luciferase
was from Promega (Madison, WI). pRcCMV was obtained from Invitrogen (Carlsbad,
CA).

Transient transfections. Adherent cells (2.5 x 10°/well) were transfected using Fugene
(Roche Diagnostics, Laval, Canada) with 0.3 pg of the CIITA luciferase reporter
construct, and various combinations of pRcCMV, CA PKC-a, IRF-1 and IRF-2
expression vector, as indicated in the Results section, for a total of 0.7 pug. All
transfections included 0.15 pg of pRL-TK (Promega) to control for transfection
efficiency. Cells were transfected with 100 pl DNA/Fugene mix in 1 ml of medium for 6
h, and then fresh medium containing 5% heat-inactivated FBS was added. Cells were
treated 18 h later with 100 U/ml IFN-y for 8 h 30 min and lysed in Reporter lysis buffer
(Promega). Firefly and Renilla luciferase values were obtained by analyzing 20 pl of cell
extracts with the Dual Luciferase kit (Promega) using a Lumat LB 9507 luminometer
(EG & G Berthold, Nashua, NH). Statistically significant differences were identified
using unpaired Student’s # test. Values of p = 0.05 were considered statistically

significant.

Nuclear extracts and Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA). Adherent cells (8 x
10%100-mm tissue culture dish) were stimulated with 100 U/ml IFN-y for the indicated
time points, washed, and scraped into 1.5 ml of cold PBS. Cell suspensions were
transferred into microcentrifuge tubes, pelleted, and the nuclear protein extracts were
prepared essentially as described (25). Protein contents were determined using the BCA
protein assay kit (Pierce, Rockford, IL) and the extracts were stored at -70 C. EMSA
were performed using the following oligonucleotides as probes: CIITA-IRF-1 consensus
oligonucleotide (5’- GGTGTAGACAGAAAGTGAAAGGGGGAAAAGCGCCACAGA
—3°) corresponds to the type IV CIITA promoter sequence —81 to —43 (10, 12). The
GAS-probe (5’- AGCCATTTCCAGGAATCGAAA -3°) was derived from the Mg21
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promoter sequence and contains a GAS site identical to the optimum GAS sequence
(TTCCSGGAA) for STAT-1 binding (26). **P-labeled CIITA-IRF-1 oligonucleotide was
incubated with 10 pg of nuclear extracts for 30 min at room temperature in a volume of
20 pl containing 50 mM KClI, 2.5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 12% glycerol, 1 pg salmon sperm DNA and 1 pg poly(dl:dC). 32p_labeled
GAS-probe was incubated with 5 pg of nuclear extracts for 20 min at room temperature
in a volume of 20 pl containing 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM NaCl, 50 mM DTT, 5
mM MgCl,, 10% Glycerol, 0.2% Nonidet P-40 and 1 pg poly(dl:dC). The CIITA-IRF-1-
protein or GAS-protein complexes were separated from free oligonucleotides by
electrophoresis under nondenaturing conditions in a 6% polyacrylamide gel at 250 V in
1X TGE (50 mM Tris-HCI, 380 mM glycine, 2 mM EDTA) and in a 5% polyacrylamide
gel at 180 V in 0.5X TBE (44.5 mM Tris-HCI, 44.5 mM borate, pH 8.0 and 1 mM
EDTA), respectively. The gels were exposed to a phosphor screen which was scanned on

a PhosphoImager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Immunoprecipitations and immunoblotting. Adherent cells (8 x 10%/100-mm tissue
culture dish) were stimulated with 100 U/ml IFN-y for the indicated time points. Cells
were washed once with PBS, homogenized in lysis buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1
mM EGTA, 1 % Triton X-100) containing protease and phosphatase inhibitors, and
protein concentrations were determined using the BCA protein assay kit (Pierce,
Rockford, IL). Immunoprecipitations and immunoblotings were performed as described
previously (19). Anti-STAT]1 or anti-JAK2 antibodies were obtained from Upstate
Biotechnology (Lake Placid, NY). Tyrosine phosphorylation was analyzed using the

mouse anti-phosphotyrosine monoclonal antibody (4G10).

In vivo phosphorylation of IRF-1. Adherent RAW 264.7 cells (1 X 107/100-mm tissue
culture dish) were incubated for 2 h in 3 ml phosphate-free DMEM with glutamine (Life
Technologies, Ontario, Canada) supplemented with 0.5 mCi/ml 32pj (Amersham
Biosciences Inc, Baie d’Urfé, Québec) before the addition of 100 U/ml IFN-y for the

indicated time points. Cells were then washed with ice-cold PBS and homogenized in
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immunoprecipitation buffer containing protease and phosphatase inhibitors. Total
extracts were immunoprecipitated as described previously (19) and separated on 10%
SDS-PAGE. The gels were exposed to a phosphor screen which was scanned on a
Phospholmager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) to determine IRF-1
phosphorylation.

2-D Gel Electrophoresis. Preparation of cell extracts and immunoprecipitation were
performed as described previously (19). Anti-IRF-1 antibodies used for
immunoprecipitation were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Solubilisation of proteins were performed in a buffer containing 8 M urea, 2 M thiourea,
4 9% CHAPS, DTE 40 mM, Tris-HCI 20 mM, 2% IPG buffer (Amersham Biosciences
Inc, Baie d’Urfé, Québec), 0.5 pul Bromophenol blue (0.5%). Proteins were first
separated according to their isoelectrical point along 7-cm linear immobilized pH-
gradient strips (Amersham Biosciences Inc) using IPGphor Isoelectric Focusing System
(Amersham Pharmacia Biotech). The strips were then equilibrated in a solution
containing 13 mM DTE for 10 min, followed by a solution containing 2.5 %
iodoacetamide for 5 min. The proteins were finally separated according to their
molecular mass using 10% SDS-PAGE, transferred on Hybond-ECL membranes, and
detected by Western blot analysis using anti-IRF-1 antibodies (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA).

Translocation of PKC-c. Adherent RAW 264.7 cells were transfected using Gene Porter
(Gene Therapy Systems, San Diego, CA) with 0.6 pg of the hPKC-a-GFP construct
(provided by C. Quittau-Prévostel, INSERM, France). Cells were seeded (1 x 10°/well)
in 24-well plates containing microscope coverslips (Fisher Scientific) for 1 day,
transfected with 250 ul DNA/Gene Porter mix for 5 h, and further incubated in medium
for 18 h. Cells were then stimulated for 2 h with 100 U/ml IFN-y, fixed with 2%
formaldehyde, permeabilized with ice-cold PBS containing 0.1% Triton X-100 and 1%
BSA for 10 min at room temperature and then, incubated with Alexa Fluor 568 phalloidin
(Molecular Probes, Oregon, USA). Coverslips were washed six times with PBS and

mounted with Fluoromount-G (Interscience, Markham, Ontario). Analyses were
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performed using a Bio-Rad Radiance 2000 confocal imaging system (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) installed on an Eclipse E800 microscope. Phalloidin
fluorescence and translocation of PKC-o. -GFP were analyzed using an argon/krypton
laser respectively at 568 nm and at 488 nm both with a Plan Apo Nikon 60x (NA 1.4) oil
immersion lens. At least 20-30 cells from each of two independent experiments were
examined under each experimental conditions. Images were acquired in the normal

scanning mode with a Kalman filter of 10 using the LaserSharp software.

Interaction between PKC-a and IRF-1. 293T cells were grown to 75-85% confluence in
100mm-tissue culture dish. Cells were transfected with 15 pg of IRF-1 expression
vector, and either 15 pg of pPRcCMV or CA PKC-a expression vector using calcium
phosphate co-precipitation technique. Plasmid DNA and water were mixed to a total
volume of 450 pl and 50 pl of 2.5 M CaCl, was added. The calcium/DNA solution was
mixed quickly with 500 pl HeBS 2X buffer (140 mM NaCl, 1.5 mM Na,HPO,, 50 mM
HEPES, pH 7.05) and the precipitate was immediately added to the dishes. Cells were
transfected 8 h at 37°C, washed twice with methionine-free DMEM with glutamine (Life
Technologies, Ontario, Canada), and then incubated for 16 h in methionine-free DMEM
with glutamine supplemented with 0.2 mCi/ml [*S]methionine (Amersham Biosciences
Inc, Baie d’Urfé, Québec). After the labelling period, cells were washed with ice-cold
PBS and then homogenized in lysis buffer (100 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH 7.4, 0.2%
Triton X-100) containing protease and phosphatase inhibitors. Total cell extracts were
subjected to immunoprecipitation as described previously (19) with antibodies to IRF-1
(Santa Cruz, CA) and to PKC-a. (Santa Cruz, CA). The IRF-1 immunoprecipitate was
denatured by a treatment of 5 min at room temperature and 5 min at 95°C in 50 pl elution
buffer (1% SDS, 100 mM Tris-HCI, pH 7.4 and 10 mM DTT), and 10 pl of 10% BSA
was added. Samples were then diluted in 1 ml with lysis buffer containing 10 mM
iodoacetamide, cleared by centrifugation and the second immunoprecipitation was
performed with anti-IRF-1 and anti-PKC-a antibodies. Proteins were analyzed on 10%
SDS-PAGE and dried gels were exposed to a phosphor screen which was scanned on a

PhosphoImager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
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Results

DN PKC-a overexpression selectively inhibits IFN-y-induced MHC class II mRNA
accumulation.

Using clones of the mouse macrophage cell lines overexpressing a DN PKC-a, we
previously obtained evidence for the involvement of PKC-o in the modulation of IFN-y-
induced COX-2 expression in macrophages (18). To further investigate the role of PKC-
o in the modulation of IFN-y-induced responses, we first determined whether IFN-y
alters the intracellular localization of PKC-a.. To this end, we transiently transfected
RAW 264.7 cells with a PKC-o-GFP expression vector. Incubation in the presence of
100 U/ml IFN-y induced the translocation of PKC-o-GFP from the cytoplasm to the
nucleus within 2 h (Figure 1A). We next compared the expression of several genes in
normal RAW 264.7 cells (transfected with the empty vector) and in DN PKC-o.-
overexpressing clones (B1 and C2; (17)) after stimulation with 100 U/ml IFN-y alone or
in combination with 100 ng/ml LPS. MHC class I mRNA accumulation was completely
abrogated in DN PKC-a overexpressing clones B1 and C2 (Fig. 1B, lanes 5 and §)
compared to the levels observed in normal cells (Fig. 1B, lane 2). It has been
demonstrated that LPS down-modulates the accumulation of Ia mRNA induced by IFN-y
(27, 28). Accumulation of MHC class I mRNA decreased in normal RAW 264.7
macrophages in response to a combination of IFN-y and LPS (Fig. 1B, lane 3) compared
with the levels observed for IFN-y-induced mRNA in control cells (Fig. 1B, lane 2).
Consistent with the inhibition of IFN-y-induced MHC class Il mRNA accumulation, DN
PKC-a-overexpressing clones B1 and C2 failed to expressed MHC class I mRNA in
response to LPS and IFN-y (Fig. 1B, lanes 6 and 9). The inhibitory effect of DN PKC-a
on IFN-y-induced MHC class II expression was not the consequence of a general defect
in IFN-y-induced responses, since the expression of several others IFN-y-inducible genes
(iNOS, ICSBP, IRF-1, MHC-, and IP-10) was not affected by DN PKC-a (Fig. 1B,
lanes 2, 5 and 8). Furthermore, IFN-y-induced tyrosine phosphorylation on STAT1 and
JAK2 (Fig. 2A) as well as the kinetics of STAT1 nuclear translocation and DNA binding

activity (Fig. 2B) were normal in DN PKC-a-overexpressing cells. Collectively, these
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data indicated that DN PKC-a. selectively inhibits IFN-y-induced MHC class Il mRNA

accumulation, downstream of STAT1 activation.

PKC-a modulates IFN-y-induced type 1V CIITA expression.

CIITA is a master-regulator of both inducible and constitutive MHC class II expression
(7,9). To elucidate the mechanism by which DN PKC-a. inhibits IFN-y-induced MHC
class II expression, we compared the accumulation of total CIITA mRNA in normal
RAW 264.7 cells and in DN PKC-a-overexpressing clones B1 and C2 after stimulation
with 100 U/ml IFN-y. In normal RAW 264.7 cells, IFN-y induced the expression of total
CIITA mRNA in a time-dependent manner (Fig. 3A, lanes 1-4). In contrast, IFN-y-
induced total CIITA mRNA levels were barely detectable in DN PKC-a-overexpressing
clone B1 and C2 (Fig. 3A, lanes 5-12). Thus, similar to IFN-y-induced MHC class II
expression, DN PKC-o overexpression inhibited IFN-y-induced CIITA gene expression
in RAW 264.7 macrophages. These results raised the possibility that PKC-o modulates
IFN-y-induced MHC class II gene expression by regulating CIITA expression. In
macrophages, CIITA IFN-y-inducible expression is mainly regulated by promoters I and
IV (10, 11, 29). In IFN-y-stimulated RAW 264.7 cells, type IV CIITA was induced
earlier and more abundantly than type I CIITA (Fig. 3B, lanes 2 and 3). Overexpression
of DN PKC-a strongly inhibited IFN-y-induced type IV CIITA mRNA accumulation and
slightly reduced IFN-y-induced type I CIUTA mRNA (Fig. 3B, lanes 5 and 6), suggesting
that PKC-a. modulates IFN-y-induced type IV CIITA expression. To further address the
role of PKC-a. in the induction of type IV CIITA expression, we transiently transfected
RAW 264.7 cells with a constitutively active (CA) PKC-o. expression vector, and a type
IV CIITA promoter reporter construct. Expression of CA PKC-a had no significant
effect on basal CIITA promoter IV activity in untreated RAW 264.7 cells (Fig. 3C). In
contrast, CA PKC-a significantly increased IFN-y-stimulated CIITA promoter IV activity
by ~1.6-fold (Fig. 3C, p = 0.005, n = 3) with respect to cells transfected with the control
vector. Similar results were obtained with a wild-type PKC-a expression vector (data not
shown). These data are consistent with PKC-a playing a role in modulating type IV

CIITA expression in IFN-y-stimulated macrophages. To determine the influence of
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PKC-a. on the various promoter IV elements, we transiently transfected RAW 264.7 cells
with the CA PKC-a. expression vector and reporter constructs containing either the
GAS-mutated or the ISRE-mutated promoter IV region. As previously shown (12), we
observed that both GAS and ISRE elements were important for promoter IV activity in
untreated as well as in IFN-y-stimulated RAW 264.7 cells (Fig. 3C). In untreated cells,
CA PKC-a significantly increased basal activity of promoter IV containing the GAS-
mutated region by ~1.7-fold (Fig. 3C, p = 0.005, n = 3) with respect to cells transfected
with the control vector. In IFN-y-treated cells, CA PKC-a significantly increased
promoter activity of promoter IV containing the GAS-mutated region by ~2-fold (Fig.
3C, p =0.002, n = 3) with respect to cells transfected with the control vector. But
intriguingly, the construct containing the ISRE-mutated region was less induced by CA
PKC-a in untreated and in IFN-y-treated cells. We obtained similar results with cells
transfected with a wild-type PKC-a expression vector (data not shown). These results
suggested that PKC-o might modulate the activity of ISRE-binding and IFN-y-activated
factors to stimulate type IV CIITA promoter. These transcription factors may be IRF-1
or IRF-2

Expression and DNA binding activity of IRF-1 and IRF-2 are normal in DN PKC-a-
overexpressing RAW 264.7 cells.

Since both IRF-1 and IRF-2 are involved in IFN-y-induced CIITA expression (7, 30), we
have determined whether expression of these proteins was affected by DN PKC-a. In
both control RAW 264.7 cells (Fig. 4A, lanes 1-4) and DN PKC-a overexpressing cells
(clone B1, Fig. 4A, lanes 5-8 and clone C2, Fig. 4A, lanes 9-12), IRF-1 was equally
induced by IFN-y. Similarly, IRF-2 was constitutively expressed to similar levels in
control cells (Fig. 4A, lanes 1-4) as well as in DN PKC-a-overexpressing clones B1 (Fig.
4A, lanes 5-8) and C2 (Fig. 4A, lanes 9-12). In addition, the kinetics of IRF-1 nuclear
translocation and DNA binding activity were similar in IFN-y-stimulated control cells
and DN PKC-a-overexpressing clones C2 (Fig. 4B). We obtained similar data with DN
PKC-a-overexpressing clones B1 and A2 (data not shown). Supershift experiments

using antibodies to IRF-1 and IRF-2, revealed that IRF-1 was the major factor bound to
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the IRF element in the CIITA promoter IV (data not shown). Collectively, these results
indicated that IFN-y-induced IRF-1 expression and DNA binding activity, as well as IRF-
2 expression are not affected by DN PKC-a..

PKC-a increases IFN-y-induced transactivating activity of IRF-1 but not IRF-2.

To investigate the role of PKC-o in IFN-y-induced activation of IRF-1 or IRF-2, we
transiently transfected RAW 264.7 cells with either CA PKC-a, IRF-1, IRF-2 expression
vectors or a combination of CA PKC-a and IRF-1 or IRF-2 expression vectors along
with the CIITA promoter IV reporter construct. As previously reported (30), we
observed that expression of both IRF-1 and IRF-2 increased basal and IFN-y-induced
promoter IV activity. In untreated RAW 264.7 cells, basal promoter IV activity was
significantly increased by 4.2-fold with the IRF-1 expression vector (Fig. 5, p <0.0001, n
= 3) and by 3.9-fold with IRF-2 expression vector (Fig. 5, p < 0.0001, n = 3) with respect
to cells transfected with the control vector. In [FN-y-treated RAW 264.7 cells, promoter
IV activity was increased by 2.1-fold with the IRF-1 expression vector (Fig. 5, p <
0.0001, 1 = 3) and by 1.8-fold with the IRF-2 expression vector (Fig. 5, p = 0.004, n = 3)
with respect to cells transfected with the control vector. Co-transfection of CA PKC-a
with IRF-1 had a significant effect on IRF-1 transactivating activity, further increasing
type promoter IV activity in untreated cells by 2-fold (Fig. 5, p < 0.0001, n = 3) and in
IFN-y-treated cells by 1.4-fold (Fig. 5, p = 0.03, n = 3) with respect to cells transfected
with the IRF-1 expression vector. In contrast, CA PKC-a had no effect on IRF-2-
dependent basal (Fig. 5, p = 0.324, n = 3) and IFN-y-induced (Fig. 5, p = 0.843, n =3)
promoter IV activity. These data indicate that PKC-o modulates IRF-1, but not IRF-2,

transactivating activity to induce CIITA promoter IV transcription.

Effect of DN PKC-a overexpression on the modulation of IFN-y-induced IRF-1

posttranslational modifications.

Both IRF-1 and IRF-2 undergo posttranslational modifications such as phosphorylation
and acetylation (31-35). To assess the impact of PKC-a on IRF-1 posttranslational

modifications, we first compared the phosphorylation of IRF-1 in IFN-y-treated normal
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RAW 264.7 cells and DN PKC-a-overexpressing cells. As shown in Figure 6A, there
was no detectable difference in the kinetics and levels of IRF-1 phosphorylation in these
cells. However, two-dimensional gel electrophoresis analysis revealed that the migration
in a pH gradient of IRF-1 from DN PKC-a-overexpressing cells was delayed with respect
to the migration of IRF-1 from normal RAW 264.7 cells (Figure 6B). To determine
whether IRF-1 and PKC-a. directly interact, we performed an immunoprecipitation-
recapture assay. The observation that PKC-o was recaptured from IRF-1
immunoprecipitate in 293T cells transfected with both IRF-1 and CA PKC-a. expression
vectors (Figure 6C, lane 7) suggested that both proteins interact in vivo. The specificity
of the interaction was evidenced by the absence of bands corresponding to PKC-a. in
IRF-1 immunoprecipitate from cells transfected only with the IRF-1 expression vector

(Figure 6C, lane 3).
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Discussion

Previous studies based on pharmocological agents suggested that PKC
participates in IFN-y-induced MHC class II expression in various cell types, including
macrophages (36) (13, 14, 37). Our data obtained with DN PKC-a-overexpressing cells
revealed a role for PKC-a in the regulation of MHC class II expression in IFN-y-treated
RAW 264.7 macrophages. Significantly, overexpression of DN PKC-a had no effect on
IFN-y-induced expression of several unrelated genes (iNOS, IRF-1, IP-10, ICSBP, MHC
class I), supporting the notion that PKC-a selectively modulates IFN-y-induced

responses.

The inhibition of IFN-y-induced CIITA mRNA accumulation observed in DN
PKC-a-overexpressing cells indicated that PKC-a regulates MHC II expression at the
level of CIITA expression. This role for PKC-a was further substantiated by the fact that
expression of a CA PKC-a significantly increased IFN-y-induced CIITA promoter IV
activity in transient transfection assays. Dissection of the IFN-y-induced signaling
cascade leading to CIITA expression revealed that kinetics and extent of tyrosine
phosphorylation of both STAT1 and JAK2 were similar in control RAW 264.7 cells and
in DN PKC-a-overexpressing cells. Furthermore, nuclear translocation and DNA-
binding activity of STAT]1 took place normally in DN PKC-a-overexpressing cells.
These data indicated that the inhibitory effect of DN PKC-a on IFN-y-induced CIITA
expression may be downstream of these early signaling events. This was expected since
IFN-y-induced expression of iNOS, MHC I, ICSBP, and IRF-1 was normal in DN PKC-
o-overexpressing RAW 264.7 cells. The observation that DN PKC-a had no effect on
both the IFN-y-induced IRF-1 expression and IRF-1 DNA binding activity raised the
possibility that PKC-o modulates IRF-1 transactivating capacity. Indeed, expression of a
CA PKC-a enhanced the ability of IRF-1, but not IRF-2, to transactivate CIITA promoter
IV in both unstimulated and IFN-y-treated RAW 264.7 cells, thereby strongly supporting

this view. Although the underlying mechanism is presently unknown, there is growing

evidence that phosphorylation is important for IRF-1 function (31, 38). The possibility
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that PKC-a. participates to posttranslational modifications of IRF-1 is supported by the
finding that the IRF-1 protein complex is more basic in DN PKC-a-overexpressing cells
than in control cells and by the observation of a direct interaction between PKC-a and
IRF-1. Mutation analysis of serine and threonine residues potentially phosphorylated by
PKC will be required to elucidate the mechanism by which PKC-a modulates IRF-1

activity.

Studies with cells from mice with a targeted disruption of the IRF-1 gene
established that IRF-1 is essential for IFN-y-induced expression of a number of genes
including CIITA, iNOS, and MHC class I (7, 39-41). The observation that IFN-y-
induced expression of iNOS and MHC class I was normal in DN PKC-a-overexpressing
cells suggests that PKC-a-mediated modulation of IRF-1 activity may not be required for
the transactivation of all IRF-1-dependent promoters but rather that this requirement is
limited to a subset of promoters. The expression of a given gene depends on the
simultaneous interactions of a specific combination of regulatory proteins within the
control DNA elements, leading to the assembly of nucleoprotein structures termed
enhanceosomes (42, 43). It is possible that in the context of CIITA promoter IV, PKC-a.-
dependent posttranslational modification(s) of IRF-1 may be required for the stability of
the enhanceosome or for the presentation of a specific activation surface. Whole genome
expression analysis in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells may identify genes
other than CIITA whose expression requires PKC-a-dependent modulation of IRF-1

transactivating activity.

The inhibition of IFN-y-mediated induction of CIITA and MHC II expression by
DN PKC-a indicates that PKC-a activation is an important event in IFN-y-induced
expression of these genes in RAW 264.7 macrophages. However, the mechanism by
which PKC-a is activated in IFN-y-treated macrophages remains to be established. PKC-
o is activated by diacylglycerol which can be generated through different pathways,
including the activation of phospholipase C. In the human epithelial cell line NCI-H292,

IFN-y-induced ICAM-1 expression involves a c-Src tyrosine kinase activation pathway in
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which phospholipase C-y2 and PKC-o play an important role (44). Additional studies
will be required to determine whether a similar pathway is involved in the activation of

PKC-a in IFN-y-treated macrophages.

The Jak-Stat signaling pathway plays a central role in IFN-y-induced responses
(5). Recent evidence indicate that members of the PKC family are required for proper
function and fine tuning of this pathway. Hence, PKC-8 mediates serine phosphorylation
of Statl to facilitate transcription of IFN-y-stimulated genes (45), whereas PKC-¢ is
required for optimal Jak-mediated Stat1 tyrosine phosphorylation (46). This suggests that
both PKC-8 and PKC-€ have a broad impact on IFN-y responses. In contrast, PKC-a acts
further downtream by modulating the transcriptional activity of IRF-1 in the context of
CIITA promoter IV. In this respect, PKC-o appears to exert a narrower influence than
PKC-8 and PKC-¢ in the regulation of IFN-y-induced responses. Collectively, these data
support the view that PKC isoenzymes modulate specific signaling and transcriptional

events in IFN-y-stimulated cells.
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Figure legends

Figure 1. Effect of DN PKC-a overexpression on JFN-y-induced MHC-II mRNA
accumulation. (4), Adherent RAW 264.7 cells were transfected with hPKC-o-GFP,
incubated with 100 U/ml IFN-y for 2 h and prepared for confocal microscopy as
described in Material and Methods. hPKC-o-GFP is located in the cytoplasm of
unstimulated cells and undergoes nuclear translocation following activation with 100
U/ml IFN-y. Similar results were obtained in two separate experiments. (B), Adherent
cells (vector alone, clone B1 and, clone C2) were incubated in the absence (lanes I, 4

and 7) or in the presence of either 100 U/ml IFN-y (lanes 2, 5 and 8 ) or a combination of
100 U/m] IFN-y and 100 ng/ml LPS (lanes 3, 6 and 9 ) for 8 h. For priming experiments,
cells were first incubated with 100 U/ml IFN-y for 18 h followed by additionnal
stimulation with IFN-y, or IFN-y and LPS. Total RNA was extracted and Northern Blot
analysis were performed as described in Materials and Methods. Similar results were

obtained in at least three separate experiments.

Figure 2. Effect of DN PKC-a overexpression on IFN-y-induced activation of JAK-
STAT pathway. Adherent cells (vector alone, clone B1, and clone C2) were incubated in
the presence of 100 U/ml IFN-y for the indicated time points. (4), Total cell extracts
were subjected to immunoprecipitation with anti-STAT1 and anti-TAK?2 antibodies and
then the levels of tyrosine phosphorylation were determined by Western Blot analysis
with anti-phosphotyrosine (4G10) mAb as described in Materials and Methods. (B),
Nuclear extracts were prepared and EMSA for STAT1 were performed as described in
Materials and Methods. In lane 13, 100-fold excess cold probe was co-incubated with
the reaction mixture containing nuclear extracts from control cells incubated with 100

U/ml IFN-y for 15 min prior to EMSA. Similar results were obtained in three different

experiments.

Figure 3. PKC-a modulates IFN-y-induced CIITA transcriptional activity. (4),

Adherent cells (vector alone, clone B1, and clone C2) were incubated in the presence of
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100 U/m1 IFN-y for the indicated time points. Total RNA was extracted and subjected to
RT-PCR reactions with specific primers for CIITA and HPRT. (B), Adherent cells
(vector alone and clone C2) were incubated in the presence of 100 U/ml IFN-y for the
indicated time points. Total RNA was extracted and subjected to RT-PCR reactions with
specific primers for type I and type IV CIITA and HPRT. (C), Adherent RAW 264.7
cells were transiently transfected with the luciferase reporter vectors containing the
normal, the GAS-mutated and the ISRE-mutated type IV CIITA promoter region and the
pRL-TK for 6 h along with either the control vector (p)RcCMV), or the constitutively
active (CA) PKC-a (A25E) expression vector. Cells were incubated for 18 h and then
stimulated with 100 U/ml IFN-y for 8h30. 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. *, p < 0.05 as compared

with untreated or IFN-y-treated cells transfected with control vector.

Figure 4. Expression and DNA binding activity of IRF-1/2 are normal in DN PKC-a
overexpressing RAW 264.7 cells. (4), Adherent cells (vector alone, clone B1, and clone
C2) were incubated in the presence of 100 U/ml IFN-y for the indicated time points. Cell
extracts were prepared for Western Blot analyses as described in Materials and Methods.
(B), Adherent cells (vector alone, clone A2, clone B1, and clone C2) were incubated in
the presence of 100 U/ml IFN-y for 1 h and 8 h. Nuclear extracts were prepared and
EMSA for IRF-1 were performed as described in Materials and Methods. In lane 13,
100-fold excess cold probe was co-incubated with the reaction mixture containing
nuclear extracts from control cells incubated with 100 U/ml IFN-y for 1 h prior to EMSA.

Similar results were obtained in three different experiments.

Figure 5. Overexpression of PKC-a increases IFN-y-induced transactivation activity of
IRF-1 but not IRF-2. Adherent RAW 264.7 cells were transiently transfected with the
CITA promoter-IV/Luc reporter construct and pRL-TK for 6 h along with either the
control vector (pRcCMYV), the constitutively active (CA)-PKC-a (A25E) expression
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vector, and/or the IRF-1 or IRF-2 expression vector. Cells were incubated for 18 h and
then stimulated with 100 U/ml IFN-y for 8h30. 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. *,p  0.05 as compared
with untreated or IFN-y-treated cells transfected with control vector. **,p 0.05 as

compared with untreated or [FN-y-treated cells transfected with IRF-1 expression vector.

Figure 6. Role of PKC-o in the modulation of IFN-y-induced IRF-1 posttranslational
modifications. (4), Adherent cells (vector alone and clone C2) were incubated in 32pj.
containing medium for 2 h before the addition of 100 U/ml IFN-y for the indicated time
points. Immunoprecipitation of IRF-1 was carried as described in Materials and Methods.
(B), Adherent cells (vector alone and clone C2) were treated with 100 U/ml IFN-y for 1 h.
Total cell lysates were immunoprecipitated with anti-IRF-1 antibodies and 2-D gel
electrophoresis was performed as described in Materials and Methods. IEF, Isoelectric
focussing (C), 293T cells were transiently transfected with an IRF-1 expression vector,
together with either pRcCMV or a CA PKC-a expression vector for 8 h, followed by an
incubation in [*>S]methionine-containing medium for 16 h. Total cell extracts were
prepared as described in Materials and Methods and subjected to immunoprecipitation
with anti-IRF-1 (lanes I and 5) and anti-PKC-a. (lanes 4 and 8 ) antibodies. The IRF-1
immunoprecipitate was denatured as described in Materials and Methods. After dilution
with lysis buffer, aliquots were subjected to re-precipitation with antibodies to IRF-1
(lanes 2 and 6) and PKC-o. (lanes 3 and 7). Proteins were resolved on a 7.5% SDS-
PAGE, the gel dried and exposed on a phosphor screen which was scanned on a
Phospholmager. The presence PKC-o in lane 7 indicates that it was co-precipitated with
IRF-1. The amount of IRF-1 immunoprecipitate loaded in lanes 1 and 5 is represents
1/10 of the total sample. Data shown are representative of three independent

experiments.
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Figure 1. Effect of DN PKC-a overexpression on IFN-yinduced
MHC II mRNA accumulation
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Figure 2. Effect of DN PKC-o-overexpression on [FN-y-induced
activation of the JAK-STAT pathway
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Figure 3. PKC-o modulates IFN-y-induced CIITA transcriptional activity
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Figure 4. Expression and DNA binding activity of IRF-1/2 are narmal in
DN PKC-c.-overexpressing RAW 264.7 cells.
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Figure 5. Overexpression of PKC-co. increases IFN-y-induced
transactivaction activity of IRF-1 but not IRF-2
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Figure 6. Role of PKC-c in the modulation of IFN-y-induced IRF-1
postranslational modifications
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Résumé de la troisiéme publication

«The inhibition of IFN-y-induced Class II transactivator expression in Leishmania
donovani-infected macrophages correlates with the inhibition of protein kinase C-o

nuclear translocation, Manuscript »

Des études antérieures ont démontré que le parasite intracellulaire Leishmmania donovani
inhibe I’expression du CMH de classe II induite par I’'IFN-y mais le mécanisme menant a
cette inhibition reste encore mal connu. La série d’expériences présentée ici avait pour
but de mieux comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels L. donovani altére
I’expression du CMH II. Tel qu’observé dans d’autres études, 1’accumulation d’ARNm
du CMH II est diminuée chez les macrophages murins infectés avec la forme amastigote
de L. donovani. L’expression induite par I'IFN-y de CIITA est également inhibée suite a
I’infection. Par contre, cette inhibition n’est pas associée a une déficience ni de
I’activation de la voie des JAK-STAT, ni de I’expression d’IRF-1. Récemment, nous
avons constaté que PKC-a transloque au noyau en réponse a I’IFN-y et que 1’activation
de PKC-a est un événement important dans la modulation de I’expression de CIITA
induite par I’'IJFN-y. Cette observation nous a subséquemment conduit & démontrer une
forte inhibition de la translocation nucléaire de PKC-a chez les macrophages infectés par
L. donovani. L’ensemble des données obtenues suggére que L. donovani pourrait
interférer avec 1’activation de PKC-a pour moduler I’activité transcriptionelle de CIITA

induite par I’IFN-y menant ainsi a I’inhibition spécifique de 1’expression du CMH 1L
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Abstract

The mechanism by which the intracellular protozoan parasite Leishmania donovani
inhibits IFN-y-induced MHC-II expression in macrophages remains poorly understood.
In the present study, we performed a series of experiments to provide a better
understanding of the molecular mechanisms by which Leishmania donovani alters [FN-y-
induced MHC-II expression. Similarly to previous studies, we observed that the
accumulation of IFN-y-induced MHC-II mRNA was reduced in L. donovani amastigotes-
infected murine macrophages. It appears that IFN-y-induced expression of MHC class 1II
transactivator (CIITA), a transcriptional coactivator essential for MHC-II expression, was
decreased subsequently to the infection. However, this inhibition is not due to an
attenuation of IFN-y-induced activation of JAK-STAT pathway or IRF-1 expression. We
have recently demonstrated that PKC-a translocates to the nucleus in response to IFN-y
and that PKC-a activation is an important event in IFN-y-induced CIITA expression. In
the present study, we observed a strong inhibition of IFN-y-induced PKC-o nuclear
translocation in L. donovani-infected macrophages. Based on these observations we
suggest that L. donovani possibly targets PKC-a activation to modulate IFN-y-induced
CIITA transcriptional activity leading to a specific inhibition of MHC-II expression.
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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. During
their life-cycle, these pathogens alternate between the flagellated promastigote form,
which lives extracellularly in the midgut of the sandfly vector, and a non-motile
amastigote form, which replicates in the phagolysosomal compartment of mammalian
host macrophages (1). The establishment of a protective anti-Leishmania immune
response requires the presentation of appropriate antigens by APCs, the induction and
expansion of CD4" Thl-lymphocytes, and the activation of macrophages for efficient

killing of the parasites (2).

To promote their intracellular survival within the host, Leishmania parasites have
developed several strategies (3-6). One such strategy consists in evading recognition by
T-lymphocytes possibly by interfering with antigen-presentation by host cells. For
example, infection of murine macrophages with L. amazonensis amastigotes and L. major
impairs intracellular loading of MHC-II molecules with antigenic peptides (7, 8). It has
also been reported that amastigotes of L. amazonensis and L. mexicana may contribute to
the inhibition of Ag presentation by the endocytosis and the degradation of MHC-II and
H-2M molecules (9). In the case of L. donovani, infection significantly reduced IFN-y-
induced MHC-II expression by macrophages and it has been suggested that this inhibition
is mediated at the level of MHC-II mRNA induction (10, 11). However, the actual

mechanism leading to this inhibition remains unclear.

MHC class II transactivator (CIITA), a non-DNA binding transcriptional
coactivator, is the major regulator for both constitutive and IFN-y-inducible MHC-II
expression. Thus, CHTA plays a fundamental role in the regulation of immune response
(12, 13). Therefore, as shown in many studies (14-17), CIITA and its inducible pathway
are a major prey for infectious agents to generate a specific down-regulation of MHC-II
expression (17). Regulation of IFN-y-induced CIITA expression occurs primarly at the

transcriptional level and the key players involved in its signalling cascade have been
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previously identified (18). In this regard, we have recently published data suggesting a
novel regulatory mechanism for [FN-y-induced MHC-II expression, whereby PKC-a
regulates CIITA gene transcription by modulating the transactivating activity of IRF-1
(19).

Based on our recent observations (19), we proposed to explore the possibility that
L. donovani amastigotes may interfere with the IFN-y-induced CIITA transcription
pathway to alter the expression of MHC-II gene. Thus, we obtained evidence that L.
donovani has a significant effect on IFN-y-induced CIITA gene transcription and
interestingly, on PKC-a. intracellular localization. These data suggest that PKC-a
represents a logical target for L. donovani to directly interfere with IFN-y-induced CIITA
and MHC-II expression and thereby provide further knowledge on the strategy evolved
by Leishmania donovani to prevent the development of a protective adaptative immune

résponse.
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Materials and Methods

Macrophages. The murine macrophage cell line RAW 264.7 was cultured in a 37°C
incubator with 5% CO; in DMEM with glutamine (Life Technologies, Ontario, Canada),
containing 10% heat-inactivated FBS (HyClone, Logan, UT), 10 mM Hepes pH 7.3,
antibiotics. Bone marrow-derived macrophages (BMM) were obtained as described
previously (20). Briefly, bone marrow cells obtained from femurs of 6- to 8-wk-old
female BALB/c mice (Charles River, St-Constant, Québec) were freed of RBC by
osmotic shock and resuspended in complete medium with 15% (v/v) L929 cell-
conditioned medium. After 1 day in culture (37°C, 5% COy), nonadherent cells were
transferred into new culture dishes and then allowed to differentiate and adhere for 6
days. BMM were made quiescent by culturing them in CSF-1-free medium for 18h

before being used.

Parasites. Amastigotes of thelS2D strain of Leishmania donovani were isolated from the
spleens of female Golden Syrian hamsters (Charles River, St-Constant, Québec) infected
6 to 8 weeks earlier with 10® amastigotes by intra-abdominal injection. Briefly, spleens
were homogenized, centrifuged 10 min at 800 RPM (3 times) and then the supernatant
was centrifugated 10 min at 2800 RPM. Amastigotes found in the pellet were freed of
RBC by osmotic shock and resuspended in complete medium. For infections, cells were
incubated at 37°C for 18 h with L. donovani amastigotes at a parasite-to-macrophage ratio
of 15:1. Infection levels were assessed by microscopic examination of Diff-Quick-

stained cover slips placed in some wells.

Western blot analyses. Western blot analyses were performed as described previously
(21). Rabbit polyclonal antisera against IRF-1 were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, #SC-640X). Tyrosine phosphorylation on total cell
extracts was analyzed using the mouse anti-phosphotyrosine monoclonal antibody (4G10:

Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY).
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Immunoprecipitations and immunoblotting. Adherent RAW 264.7 cells (8 x 10°/100-
mm tissue culture dish) were infected with freshly isolated L. donovani amastigotes for
18 h, washed twice with serum-free DMEM and then stimulated with 100 U/ml IFN-y for
the indicated time points. Cells were washed once with PBS, homogenized in lysis buffer
(10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EGTA, 1 % Triton X-100) containing protease and
phosphatase inhibitors, and protein concentrations were determined using the BCA
protein assay kit (Pierce, Rockford, IL). Immunoprecipitations and immunoblotings were
performed as described previously (22). Anti-STAT! or anti-JAK?2 antibodies were
obtained from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Tyrosine phosphorylation was

analyzed using the mouse anti-phosphotyrosine monoclonal antibody (4G10) (Upstate.

RT-PCR reactions. Total RNA was prepared as described previously (21, 23). The
relative quantities of mRNA for CIITA, MHC class II (H-2 IA-a; d haplotype), MHC
class I, IRF-1 and hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT), were
determined by RT-PCR. For cDNA synthesis, 3 pg of total RNA, 1 pl of oligo-d(T)
primer (Amersham Pharmacia Biotech), and RNAse-free water were added to a sterile
microcentrifuge tube to obtain a total volume of 14 pl. This reaction mixture was heated
at 70 C for 10 min, placed on ice for 1 min and the following components were added: 2
ul 10X synthesis buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI, 25 mM MgCly, 1 pg/pl
BSA), 1 ul 10 mM dNTP mix (Amersham Pharmacia Biotech), 2 ul 0.1 M DTT, and 1
ul of AMV reverse transcriptase (Amersham Pharmacia Biotech, 20 U/ul). Samples were
then incubated at room temperature for 10 min, 42 Cfor 50 min, and 70 Cfor 15 min.
For PCR reactions, samples were amplified under the following conditions: 30 sec at

94 C, 1 minat55 C,and 1 min at 72 C (30 cycles). After the PCR amplification

reaction, 20 pul of PCR products were analyzed by electrophoresis in a 1.3% agarose gel.
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The primer pairs used for the amplification of each genes are the following:

CIITA AD-157 (forward) 5’-CAAGTCCCTGAAGGATGTGGA-3’
(472-bp) AD-158 (reverse) 5’-ACGTCCATCACCCGGAGGGAC-3’
type IV CIITA AD-267 (forward) 5’-ACAGCCACAGCCGCGACCATA-3’
(340-bp) AD-268 (reverse) 5’-CTCTGCTCCAATGTGCTCCTA-3’
MHC class 1
(H2K d) AD-92 (forward) 5’-GGAATTCGATTACATCGCCCTGAACG-¥’
(518-bp) AD-93 (reverse) 5’-GGAATTCAATTCAAGGACAACCAGAACAGCAATG-3’
-bp
MHC class II

(IA-a; haplotype

AD-70 (forward) 5’-GGAATTCTGGGAATCTCAGGTTCCCAGTG-3’

d) AD-T71 (reverse) 5’- GGAATTCTGAACACCATGCTCAGCCTCTG-3’
(591-bp)
IRF-1 AD-134 (forward) 5’-CAGAGGAAAGAGAGAAAGTCC-3’
(207-bp) AD-135 (reverse) 5’-CACACGGTGACAGTGCTGG-3’
HPRT AD-55 (forward) 5’-GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG-3’
(164-bp) AD-56 (reverse) 5’-GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC-3’

Translocation of PKC-a. Adherent RAW 264.7 cells were transfected using Gene Porter

(Gene Therapy Systems, San Diego, CA) with 0.6 pg of the hPKC-a-GFP construct
(provided by C. Quittau-Prévostel, INSERM, France). Cells were seeded (1 x 10°/well)

in 24-well plates containing microscope coverslips (Fisher Scientific) for 6 h, transfected

with 250 ul DNA/Gene Porter mix for 5 h, and further incubated in medium for 18 h.

Cells were then infected with freshly isolated L. donovani amastigotes at a parasite-to-

macrophage ratio of 15:1 for 10 h, washed 2 times with cold DMEM and then, stimulated

for 2 h with 100 U/ml IFN-y, fixed with 2% formaldehyde, incubated with 5 m DRAQS

(BioStatus Ltd., UK) 5 min at room temperature, permeabilized with ice-cold PBS

containing 0.1% Triton X-100 and 1% BSA for 10 min at room temperature and then,

incubated with Alexa Fluor 568 phalloidin (Molecular Probes, Oregon, USA).

Coverslips were washed six times with PBS and mounted with Fluoromount-G
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(Interscience, Markham, Ontario). Analyses were performed using a Bio-Rad Radiance
2000 confocal imaging system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) installed on an
Eclipse E800 microscope. Phalloidin fluorescence and translocation of PKC-a-GFP
were analyzed using an argon/krypton laser respectively at 568 nm and 488 nm both with
a Plan Apo Nikon 60x (NA 1.4) oil immersion lens. DRAQS fluorescence was analyzed
using a 638 nm diode laser at 650 nm long-pass with a Plan Apo Nikon 60x (NA 1.4) oil
immersion lens. At least 35-40 cells from each of two independent experiments were
examined under each experimental conditions. Images were acquired in the normal

scanning mode with a Kalman filter of 10 using the LaserSharp software.
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Results

Selective inhibition of IFN-y-induced gene expression in Leishmania donovani

amastigotes-infected macrophages.

Previous studies revealed that IFN-y-induced MHC-II gene expression is impaired in L.
donovani-infected macrophages (10, 11). To further investigate the impact of L.
donovani on IFN-y-induced responses, we compared the expression of MHC II, CIITA,
MHC I and IRF-1 in uninfected and L. donovani-infected mouse bone marrow-derived
macrophages (BMM) as well as in the mouse macrophage cell line RAW 264.7. IFN-y-
induced MHC-II mRNA levels increase over time in uninfected cells (Fig. 1A, lanes 1-3)
but consistent with previous reports (10, 11) are significantly reduced in L. donovani
amastigotes-infected cells (Fig. 1A, lanes 4-6). CIITA plays an essential role in both
inducible and constitutive expression of MHC-II (13, 24). Following the addition of
IFN-y, total CIITA mRNA levels increase over time in uninfected macrophages (Fig. 1A,
lanes 1-3). Similar to MHC-II expression, infection with L. donovani amastigotes
significantly inhibited total CIITA mRNA levels induced by IFN-y (Fig. 1A, lanes 4-6),
suggesting that L. donovani impairs IFN-y-induced MHC II gene expression by
interfering with CIITA expression. In macrophages, promoter IV is one of the main
promoter responsible for the CIITA expression induced by IFN-y (25-27). IFN-y-induced
CIITA type IV expression was inhibited in L. donovani amastigotes-infected
macrophages (Fig. 1A, lanes 4-6) indicating that L. donovani modulates IFN-y-induced
CIITA expression at the level of promoter IV. In contrast to MHC II and CIITA, IFN-y-
induced expression of both MHC I and IRF-1 genes was normal in L. donovani
amastigotes-infected macrophages (Fig. 1B, lanes 1-3 vs 4-6), indicating that L. donovani
amastigotes selectively inhibit IFN-y-induced responses. Consistent with IRF-1 mRNA,
IFN-y-induced IRF-1 protein levels were similar in uninfected and amastigotes-infected

macrophages (Fig. 2, lanes 2 and 4).
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Integrity of the JAK-STAT pathway is not affected by Leishmania donovani amastigotes

IFN-y modulates gene expression through activation of the JAK-STAT pathway and
protein tyrosine phosphorylation (28, 29). It has been reported that L. donovani infection
induces a general tyrosine dephosphorylation in infected macrophages, which impairs
proper function of the JAK-STAT signaling pathway (30). Since IFN-y-induced MHC I
and IRF-1 expression were normal in L. donovani amastigotes-infected macrophages
(Fig. 1B), we investigated whether IFN-y-induced general protein tyrosine
phosphorylation and STAT1 and JAK2 tyrosine phosphorylation levels were affected in
our experimental system. In contrast to previous studies (30, 31), we observed similar
levels of STAT1 and JAK?2 tyrosine phosphorylation following IFN-y stimulation in
uninfected and L. donovani amastigotes-infected macrophages (Fig. 3A). Moreover,
protein tyrosine phosphorylation patterns were similar in uninfected and L. donovani
amastigotes-infected macrophages (Fig. 3B). These observations suggested that L.
donovani amastigotes inhibit CIITA expression by a mechanism occuring downstream of

STAT]1 activation.

Effect of L. donovani infection on nuclear translocation of PKC-a

We recently showed that PKC-a translocates to the nucleus in response to IFN-y and that
PKC-a regulates IFN-y-induced CIITA expression through the modulation of IRF-1
transactivating activity (19). We determined whether L. donovani infection alters IFN-y-
induced intracellular localization of PKC-a, in RAW 264.7 macrophages transiently
transfected with a PKC-o-GFP expression vector. IFN-y induced the nuclear
translocation of PKC-a-GFP in uninfected RAW 264.7 cells (Fig 4A). However, IFN-y-
induced nuclear translocation of PKC-o. was strongly inhibited in L. donovani
amastigotes-infected macrophages (Fig. 4B). As demonstrated in Figure 4C, % of nuclear
translocation which is expressed as a ratio of nuclear PKC-a-GFP positive cells / total
cells is significantly reduced in L. donovani amastigotes-infected macrophages (Fig.4C,

Uninfected 0: 10.7%, Uninfected 2h: 58.1%, Infected 0: 0%, Infected 2h: 3.7%).
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Discussion

Failure to establish an appropriate adaptive immune response may contribute to ensure
the survival and replication of the Leishmania parasites within the mammalian host (2).
Therefore, previous studies suggest that intracellular Leishmania parasites could possibly
avoid the stimulation of CD4" T lymphocytes by interfering with antigen-presentation by
the host cells (7-9, 32, 33). As reported previously (11), our data demonstrate that L.
donovani inhibits IFN-y-induced MHC class II gene expression. To better understand the
underlying mechanism responsible of this inhibition, we have investigated the effect of L.
donovani amastigotes on IFN-y-induced CIITA expression and on its signalling pathway.
The major finding reported within clearly indicates that L. donovani amastigotes inhibit
IFN-y-induced MHC class II expression at the transcriptional level by being involved in
IFN-y-induced CIITA gene expression. Our results suggest also that the modulation of
IFN-y-induced CIITA expression by L. donovani amastigotes possibly occurs through a

PKC-a-dependent mechanism.

CIITA, as the major physiological controller of the coordinated expression of MHC-II
genes, plays a crucial role in the regulation of adaptative immune responses (12, 13).
Accumulating evidence indicates that inhibition of CIITA expression and/or function by
various microorganisms appears to be a very clever way leading to a specific impairment
of MHC class II gene expression (reviewed in (17)). Consistently, we observed that L.
donovani amastigotes significantly reduced IFN-y-induced CIITA type IV mRNA
accumulation providing evidence that L. donovani regulates MHC-II expression at the
level of CIITA gene transcription. Different studies implicated STAT1 in the control of
CIITA expression (34, 35) and recently its mode of action on IFN-y-induced CIITA gene
transcription has also been adressed (24). It has been previously demonstrated that L.
donovani amastigotes attenuate IFN-y-induced Jak-Stat tyrosine phosphorylation in
human monocytes (31). Furthermore, infection with L. donovani promastigotes in a

murine macrophage cell line is associated with JAK2 tyrosine dephosphorylation (30).
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These observations raised the possibility that L. donovani directly targets the activation of
the Jak-Stat pathway to inhibit IFN-y-induced CIITA transcription. In this regard, down-
regulation of CIITA expression in . gondii-infected murine macrophages occurs via
interference with nuclear translocation of STAT1 (36). However, in contrast with these
previous findings, our results revealed that kinetics and extent of IFN-y-induced tyrosine
phosphorylation of both STAT1 and JAK2 were similar in uninfected as well as in L.
donovani amastigotes-infected murine macrophages. These data indicated that the
selective inhibition of IFN-y-induced CIITA expression by L. donovani amastigotes may
be mediated by a pathway occuring downstream of these early signalling events. This
was expected because L. donovani infection is not associated with a general suppression
of IFN-y-induced responses as we observed that IFN-y-induced expression of MHC-I and
IRF-1 as well as IFN-y-induced global tyrosine phosphorylation of proteins were normal

in amastigotes-infected macrophages.

Recently, we proposed a novel regulatory mechanism for IFN-y-induced MHC-II
expression, whereby PKC-a regulates CIITA expression by selectively modulating the
transcriptional activity of IRF-1 (19). This was supported by the fact that the
constitutively active PKC-o expression vector enhanced the ability of IRF-1 to
transactivate CIITA promoter IV activity and by the observation of a direct interaction
between IRF-1 and PKC-a (19). We observed that L. donovani amastigotes have no
significant effect on both IFN-y-induced IRF-1 gene and protein expression in murine
macrophages. But interestingly, IFN-y-induced PKC-a nuclear translocation was strongly
inhibited in L. donovani amastigotes-infected macrophages, indicating that apparently
Leishmania parasites affect the activation of PKC-c.. In this regard, a considerable
number of studies have reported that Leishmania impairs PKC-dependent processes (20,
37, 38) by synthesizing glycolipids endowed with potent inhibitory activity toward PKC
(39-43). Collectively, these findings led us to suggest that L. donovani interferes with
PKC-a activity to inhibit CIITA gene transcription leading to a specific down-
modulation of MHC II expression. Additional studies of the effect of L. donovani

amastigotes on the interaction between PKC-o and IRF-1 and on the modulation of IFN-
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v-induced IRF-1-transactivating capacity would be quite interesting to further understand

the strategy of L. donovani to inhibit MHC II gene expression.

Host immunity to Leishmania protozoan parasites is dependent mainly on the activation
of CD4" Thl-lymphocytes which requires appropriate presentation of Leishmania
antigens in the context of MHC class II (2). The efficiency of T cell activation is
stringently and quantitatively dependent upon the density of surface MHC class II
molecules on APCs (44, 45). In this regard, the observation that IFN-y-induced MHC-II
mRNA in L. donovani amastigotes-infected murine macrophages was down-modulated
deserves further investigation to determine its biological consequence on MHC-II protein
expression as well as on Ag presentation process. Nevertheless, our data support the
notion that L. donovani promote their persistence within the host by compromising the
antigen presentation process through interference with IFN-y-induced signalling pathway
leading to MHC-II expression. Future studies may reveal whether PKC is targeted by
other pathogens to down-regulate IFN-y-induced CIITA and MHC-II gene transcription.
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Figure Legends

Figure 1. Selective inhibition of IFN-y-induced gene expression in Leishmania donovani
amastigotes-infected macrophages. Adherent cells (RAW 264.7 or BMM) were infected
with freshly isolated L. donovani amastigotes for 18 h and then stimulated with 100 U/ml
IFN-y for the indicated time points. Total RNA was extracted and subjected to RT-PCR
with specific primers (see Materials and Methods) for (4), MHC II, CIITA and HPRT and
(B), MHC I, IRF-1 and HPRT.

Figure 2. IFN-y-induced IRF-1 protein expression is normal in cells infected with
Leishmania donovani amastigotes. Adherent cells (RAW 264.7 and BMM) were infected
18 h with freshly isolated L. donovani amastigotes and then incubated in the presence of
100 U/ml IFN-y for 4 h. Cell extracts were prepared for Western Blot analyses as

described in Materials and Methods.

Figure 3. Effect of Leishmania donovani amastigotes on IFN-y-induced activation of
JAK-STAT pathway. Adherent cells (RAW 264.7 and BMM) were infected with freshly
isolated L. donovani amastigotes for 18 h and then stimulated with 100 U/ml IFN-y for
the indicated time points. 4, Total cells extracts were subjected to immunoprecipitation
with anti-STAT1 and anti-JAK2 Abs, and then the levels of tyrosine phosporylation were
determined with anti-phosphotyrosine (4G10) mAb as described in Materials and
Methods. B, Levels of tyrosine phosphorylation on total cell extracts were determined by
Western Blot analyses using an anti-phosphotyrosine (4G10) mAb as described in
Materials and Methods.

Figure 4. Effect of Leishmania donovani amastigotes on PKC-a nuclear translocation
induced by IFN-y. Adherent RAW 264.7 cells were transfected with hPKC-a-GFP,
infected with freshly isolated L. donovani amastigotes for 10 h, stimulated with 100 U/ml
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IFN-y for 2 h and prepared for confocal microscopy as described in Materials and
Methods. (A), In uninfected/unstimulated cells, hPKC-a-GFP is located in the cytoplasm
and undergoes nuclear translocation following activation with 100 U/ml IFN-y. (B),
Nuclear translocation is not observed in infected cells following stimulation with IFN-y.
L. donovani amastigotes were detected by a coloration with DRAQS as described in
Materials and Methods. Amastigotes contained in phagosomes are indicated by arrows.
In the histogram, % of nuclear translocation is expressed as a ratio of nuclear PKC-a-

GFP positive cells / total cells. Similar results were obtained in two separate experiments.

142



Figure 1. Selective inhibition of IFN-y-induced gene expression in Leishmania
donovani amastigotes-infected macrophages
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Figure 2. IFN-y-induced IRF-1 protein expression is nommal in cells
infected with Leishmania donovani amastigotes.
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Figure 3. Effect of Leishmania donovani amastigotes on IFN-v-induced
activation of JAK-STAT pathway
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Figure 4. Effect of Leishmania donovani amastigotes on
PKC-o nuclear translocation induced by IFN-y

|

L. donovini 0 L. donovisni 2h (IFN-v
C 100 -
=
:
g 50 -
2
-
&
0-
0 2h 0 2h (FN-7)
Uninfected L. donovari

146



DISCUSSION



Bien que nous soyons continuellement exposés & une grande variété de
microorganismes pathogénes, dans la majorité des cas, nous ne succombons pas aux
infections. La capacité qu’ont les vertébrés & résister a plusieurs infections dépend de leur
systtme de défense spécialisé, lequel comprend la réponse immunitaire innée et la
réponse immunitaire adaptative. Parmi les cellules immunitaires, le macrophage
représente un élément-clé du systtme de défense de 1’hdte tant par son implication dans
’immunité innée que dans ’immunité adaptative. D’une part, il est responsable de la
reconnaissance et [I’internalisation de microorganismes et sécréte de nombreux
médiateurs qui régulent la réponse inflammatoire. D’autre part, il contribue a déclencher
et orchestrer le développement de la réponse immune adaptative par sa capacité a
présenter des peptides antigéniques aux lymphocytes T (Adams and Hamilton, 1984;
Adams and Hamilton, 1987).

Une régulation précise des voies de signalisation qui conduisent & I’activation des
fonctions du macrophage est cruciale afin d’éviter I’apparition, au niveau des réponses
immunitaires, d’abberations ou encore de déficiences qui risquent de conduire a
différents types de pathologies (Tan and Parker, 2003). Des analyses génétiques et
biochimiques indiquent que la famille des PKC occupe une place importante dans la
modulation des réponses immunitaires par leur implication centrale au niveau de
’activation de diverses fonctions cellulaires (Tan and Parker, 2003). D’ailleurs, de plus
en plus d’évidences directes et indirectes suggérent que la régulation des fonctions du
macrophage, notamment I’inflammation (Chano and Descoteaux, 2002; Chen et al.,
1998; Diaz-Guerra et al., 1996; St-Denis et al,, 1998) et la phagocytose (Allen and
Aderem, 1995; Breton and Descoteaux, 2000) implique des mécanismes dépendants de
PKC. Tel que mentionné précédemment, sept isoenzymes de PKC sont exprimés chez le
macrophage (o, I et BIL, ¢, 8, n, &) (Nishizuka, 1992). Or, malgré un intérét croissant
quant 4 la compréhension du rdle respectif de chacun des isoenzymes de PKC, nos
connaissances de la signalisation intracellulaire conduisant a I’activation des fonctions du

macrophage restent encore a préciser.
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Globalement, cette étude avait pour but de poursuivre 1’élucidation des mécanismes
moléculaires qui modulent deux fonctions principales du macrophage : I’inflammation et
la présentation antigénique. Ainsi, nos résultats ont permis de démontrer I’implication de
PKC-o dans la régulation de ’expression de COX-2, supportant ainsi le role de cette
isoenzyme dans la modulation des réponses inflammatoires. De plus, nos donnees nous
ont également permis d’élucider le mécanisme par lequel PKC-o module I’expression du
CMH II en réponse & I’'TFN-y. Finalement, les résultats obtenus dans la derniére partie du
projet suggérent que la stratégie utilisée par le parasite L. donovani pour inhiber
spécifiquement 1’expression du CMH II implique possiblement un mécanisme dépendant

de PKC-a.
L’ensemble de ces observations :

i) démontre I’importance de PKC-a au niveau de la signalisation intracellulaire
du macrophage en contribuant & moduler 1’expression de génes essentiels aux
réponses inflammatoires et a la présentation antigénique.

i) permet de mettre en évidence que PKC-o constitue un facteur déterminant de

I’immunité globale du macrophage en influencant aussi bien ses fonctions

immunitaires innées qu’adaptatives.
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1. Réle de PKC-o dans la régulation de I’expression de COX-2 et dans la syntheése
des PGE,

Les NSAIDs, qui incluent entre autre I’aspirine et 1’ibuproféne, sont recommandés
depuis une centaine d’années pour traiter plusieurs conditions pathophysiologiques. Ils
sont par exemple spécialement utilisés pour soulager les maladies inflammatoires
chroniques telles que [D’arthrite rhumatoide et également comme traitement
prophylactique contre les maladies cardiovasculaires (Dubois et al., 1998; Lipsky and
Isakson, 1997). En 1971, une étude publiée par Vane démontrait que les principales

cibles pharmacologiques des NSAIDs étaient COX-1 et COX-2 (Vane, 1971).

Un des inconvénients majeurs des NSAIDs repose sur le fait qu’ils ne sont pas
suffisamment spécifiques (Pennisi, 1998). Les effets bénéfiques proviennent de
I’inhibition de COX-2 tandis que les effets indésirables comme I’irritation de I’estomac et
les problémes rénaux découlent plutdt de I’inhibition de COX-1 (Vane, 1994). Depuis
quelques années, une attention particuliere a été apportée dans le milieu scientifique et
pharmaceutique afin de développer des inhibiteurs spécifiques de COX-2 qui soient
efficaces pour soulager les symptomes tout en diminuant les effets secondaires
indésirables (Cowley, 1998). Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires précis qui modulent ’expression et I’activité de COX-2 est essentielle a

I’amélioration des présents traitements.

Des études précédentes basées sur 1’utilisation d’inhibiteurs et d’activateurs suggérent
que PKC joue un rdle dans la synthése de PGE; chez le macrophage, possiblement en
régulant 1’expression de COX-2 (Burch, 1987; Pfannkuche et al., 1986). De plus, la
surexpression de PKC-a au niveau des cellules de I’épiderme chez la souris augmente
I’expression induite par les phorbols esters de médiateurs pro-inflammatoires spécifiques,
tels que COX-2, MIP-2 et TNF-a. Ces observations suggérent que PKC-a. joue un rdle au
niveau de I'inflammation cutanée (Wang and Smart, 1999). Récemment, la génération de
souris PKC-¢” a également permis de démontrer un rdle pour cet isoenzyme dans la

réponse inflammatoire. La sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, incluant les
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PGE;, est fortement atténuée chez des macrophages PKC-¢” stimulés au LPS et a I'IFN-y
(Castrillo et al., 2001). Par ailleurs, des résultats obtenus antérieurement dans le
laboratoire indiquent que I’activation de PKC-o est requise pour la modulation des
réponses inflammatoires chez le macrophage (Chano and Descoteaux, 2002; St-Denis et
al.,, 1998). Afin de caractériser davantage 1’implication de PKC-o dans la réponse
inflammatoire, nous avons proposé d’élucider son role au niveau de 1’expression de
COX-2 et de la sécrétion des PGE; en réponse au LPS et a I'IFN-y. Pour ce faire, nous
avons choisi d’utiliser des clones de la lignée de macrophages murins RAW 264.7

surexprimant un mutant DN PKC-a (St-Denis et al., 1998).

1.1 Expression de COX-2 en réponse au LPS

Dans un premier temps, nous avons observé que I’expression du géne ainsi que de la
protéine COX-2 diminuent de fagon significative chez les cellules exprimant le mutant
DN PKC-a (Chapitre I, Article I, Figure 1A et B) (Giroux and Descoteaux, 2000),
indiquant que PKC-a est impliquée dans la modulation de I’expression de COX-2. De
plus, des expériences de transfections transitoires démontrent que 1’activité promotrice de
COX-2 est inhibée chez les mutants DN de PKC-a (Giroux et Descoteaux, résultats non-
publiés) et également que la surexpression d’une forme sauvage de PKC-a influence
positivement 1’activité promotrice de COX-2 induite par le LPS (Chapitre I, Article I,
Figure 2) (Giroux and Descoteaux, 2000). Ces demiéres observations apportent un
argument supplémentaire en faveur du fait que PKC-a joue un réle direct dans

I’expression de COX-2 en réponse au LPS.
1.1.1 Transcription du géne COX-2 induite par le LPS
Les stimuli, les voies de signalisation ainsi que les facteurs de transcription qui
meédient ’expression du géne COX-2 sont trés diversifiés et spécifiques a chaque type

cellulaire. Parmi les nombreuses séquences régulatrices qui composent son promoteur, le

géne COX-2 contient des séquences de liaison spécifiques pour NF-kB et NF-IL6 (Inoue
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et al., 1995; Kosaka et al, 1994), deux importants médiateurs intracellulaires des

réponses induites par le LPS (Sweet and Hume, 1996).

Des résultats obtenus antérieurement dans le laboratoire démontrent qu’en réponse au
LPS, ni I’activation, ni la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-xB ne
sont affectées par la surexpression du mutant DN PKC-a (St-Denis et al., 1998). Cette
observation indique que I’inhibition de I’expression du géne COX-2 induite par le LPS
chez les macrophages surexprimant le mutant DN PKC-a est possiblement associée a la
déficience d’un facteur de transcription autre que NF-kB. D’ailleurs, malgré que NF-«xB
soit impliqué dans la transcription du géne COX-2 chez différents types cellulaires
(D'Acquisto et al., 1997; Hwang et al., 1997; Inoue and Tanabe, 1998), des études
démontrent qu’il n’est pas requis chez le macrophage, le fibroblaste et I’ostéoblaste

(Ogasawara et al., 2001; Wadleigh et al., 2000; Xie et al., 1994).

Diverses observations attribuent une fonction importante & NF-IL6 (c/EBPB) dans
I’expression du géne COX-2. Chez des chondrocytes de lapin, des mutations au niveau
du promoteur de COX-2 démontrent que c/EBPP et ¢/EBPS contribuent 2 la transcription
de COX-2 en réponse a I’IL-1B (Thomas et al., 2000). Le r6le essentiel de NF-IL6 dans
la régulation transcriptionelle de COX-2 a également été mis en évidence chez des
macrophages c/EBPP” dans lesquels I'induction de I’ARNm ainsi que I’activité
promotrice du géne COX-2 sont sévérement altérées en réponse au LPS (Caivano et al.,
2001; Gorgoni et al., 2001). Dans le laboratoire, nous avons montré que [’activité
transcriptionelle de NF-IL6 ainsi que sa capacité a lier I’ADN sont déficientes chez le
mutant DN PKC-o (Chano and Descoteaux, 2002). En considérant la fonction essentielle
de NF-IL6 dans la modulation de I’activit¢ du promoteur de COX-2, ces données
suggérent qu’en réponse au LPS, PKC-a contrdle la transcription du géene COX-2 en
participant a I’activation de NF-IL6. Ce dernier est essentiel pour I’induction de plusieurs
génes en réponse au LPS, incluant iNOS, G-CSF et IL-1 (Dlaska and Weiss, 1999;
Tanaka et al., 1995; Yang et al., 2000), trois génes dont I’expression est également
inhibée par le mutant DN PKC-a (Chano and Descoteaux, 2002; St-Denis et al., 1998).

152



Globalement, ces résultats appuient I’hypothése suggérant qu’une déficience dans
I’activité transcriptionelle de NF-IL6 chez les macrophages surexprimant le mutant DN
PKC-oo entraine !’inhibition de I’expression de génes dont la transcription est

essentiellement contrdlée par ce médiateur intracellulaire.

1.2 Expression de COX-2 en réponse a PIFN-y

L’expression de COX-2 est induite par 'TFN-y (Arias-Negrete et al., 1995; Barrios-
Rodiles and Chadee, 1998; Blanco et al., 2000), par contre I’implication de PKC dans ce

processus n’est pas bien connue.

Contrairement a 1’expression de COX-2 induite par le LPS, nous observons que les
niveaux d’ARNm de COX-2 induits par ’'IFN-y sont plus élevés chez les cellules
surexprimant le mutant DN PKC-a (Chapitre I, Article I, Figure 3A) (Giroux and
Descoteaux, 2000). Cette observation indique que comparativement a son rble de
régulateur positif en réponse au LPS, PKC-o agit plutdt comme un régulateur négatif de
I’expression de COX-2 en réponse 4 I’TFN-y. Conséquemment, I’effet combiné du LPS et
de I’IFN-y induit des niveaux d’expression d’ARNm ainsi que de protéine COX-2
comparables entre les macrophages témoins et les macrophages surexprimant le mutant

DN PKC-a (Chapitre I, Article I, Figure 3A et B) (Giroux and Descoteaux, 2000).

1.2.1 Stabilité de PARNm de COX-2 en réponse a ’'IFN-y

La stabilisation des transcrits ’ARNm de COX-2 est un mécanisme de régulation
post-transcriptionel important en réponse a divers stimuli (Radzioch and Varesio, 1991;
Srivastava et al., 1994). D’ailleurs, ’ARNm de COX-2 contient une région non-traduite
localisée a I’extrémité 3’ (3°UTR) composée de plusieurs séquences AUUUA répetées
(Appleby et al., 1994; Kosaka et al., 1994), également retrouvées au niveau de d’autres
espéces d’ARNm possédant une courte demi-vie, tel que le GM-CSF (Shaw and Kamen,

1986). Ces séquences sont déterminantes pour la stabilité et la traduction des transcripts
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d’ARNm (Hel et al., 1998; Newton et al., 1998).

Considérant ces observations, il est possible que I’influence de PKC-a sur la stabilité
des transcripts d’ARNm de COX-2 représente un des mécanismes qui module
I’expression de COX-2 en réponse a I'IFN-y. D’ailleurs, chez le macrophage,
I’expression de ’ARNm de c-fos est inhibée par I'IFN-y via un mécanisme post-
transcriptionel (Radzioch and Varesio, 1991). Or, nos expériences démontrent que le
mutant DN PKC-a n’a aucun effet significatif sur les temps de demi-vies (2.34 hres pour
les cellules témoins vs 2.4 hres pour le mutant DN PKC-o, Annexe I, Figure 8) ainsi que
sur la stabilité de ’ARNm de COX-2 en réponse a I’'TFN-y (Annexe I, Figure 9). Par
ailleurs, malgré que les temps de demi-vies soient similaires entre les cellules témoins et
le mutant DN PKC-a, on remarque qu’a partir de 4h suivant le traitement au DEX la
dégradation de ’ARNm de COX-2 observée chez les cellules témoins se démarque de
celles observées chez le mutant DN PKC-a, cette démarquation devenant plus évidente
8h apres le traitement au DEX (Annexe I, Figure 8). Cette observation suggerent que des
mécanismes de dégradation de ’ARNm de COX-2 induite par I’'IFN-y peuvent étre

affectés par la surexpression du DN de PKC-a..

1.2.2 Transcription du géne COX-2 induite par IFN-y

Des expériences de transcription in vitro (nuclear run-on) montrent que les niveaux
élevés d’ARNm induits par 'IFN-y chez le mutant DN PKC-a coincident avec une
augmentation de la transcription du géne COX-2 (Annexe I, Figure 10). Cette observation
apporte une évidence quant a la contribution de PKC-a dans la modulation de la
transcription du géne COX-2. Par contre, le mécanisme précis demeure encore mal

connu.
La présence de deux séquences ISRE localisées dans le promoteur de COX-2 suggére

que certaines protéines de la famille des IRFs (Mamane et al., 1999) soient d’importants

médiateurs intracellulaires initiant la transcription de COX-2 (Blanco et al., 2000).
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Principalement retrouvé chez le macrophage et les cellules de la lignée lymphocytaire,
ICSBP est un membre de la famille des IRFs dont 1’expression est induite en réponse a
I’'IFN-y. Des données précédentes conférent a ce facteur de transcription un réle de
régulateur négatif des réponses induites par I'IFN-y (Kantakamalakul et al., 1999; Politis
et al., 1994). Bien que ’accumulation d’ARNm de ICSBP induite par I'IFN-y soit inhibée
par des inhibiteurs de PKC (Politis et al., 1992), nous avons observé que le mutant DN
PKC-a n’a aucun effet significatif sur I’expression (Chapitre II, Article II, Figure 1B)
(Giroux et al., 2003) ainsi que sur la translocation nucléaire et la liaison a I’ADN de
ICSBP (Annexe I, Figure 11). Ces résultats indiquent que le mécanisme par lequel PKC-
o influence la transcription de COX-2 est indépendant de ICSBP.

Récemment, ’expression de COX-2 a été étudiée chez des macrophages provenant de
souris IRF-17" et IRF-27" et les résultats obtenus démontrent que IRF-1 est un activateur
tandis que IRF-2 est un répresseur de 1’expression de COX-2 (Blanco et al., 2000). Des
expériences de transfections transitoires supportent également un réle pour IRF-1 dans
Pactivation transcriptionelle de COX-2 (Taniguchi et al., 1997). Des changements
drastiques au niveau des concentrations intracellulaires d’IRF-1 et IRF-2 influencent le
ratio IRF-1/IRF-2 ce qui a pour effet d’altérer la transcription de différents génes
dépendante de 1’un ou I’autre de ces facteurs de transcription (Harada et al., 1993). En
réponse 4 I’IFN-y, ’expression de IRF-1 et IRF-2 (Chapitre II, Article II, Figure 1B et
4A) (Giroux et al., 2003) est normale chez les macrophages exprimant le mutant DN
PKC-a, indiquant que I’augmentation de I’expression de COX-2 chez le mutant DN
PKC-a n’est pas associée a une modification des concentrations intracellulaires de ces
deux protéines. De plus, a ce jour, aucune évidence claire ne supporte un réle pour PKC-

o dans 1a modulation de la transcription de COX-2 dépendante de IRF-1 et IRF-2.

Jusqu’a tout récemment, NF-IL6 était surtout considéré comme un important
médiateur intracellulaire des réponses induites par le LPS (Sweet and Hume, 1996). Or,
différentes observations obtenues ches la lignée de macrophages murins RAW 264.7
suggérent maintenant que NF-IL6 est impliqué dans les voies de signalisation induites par

’IFN-y et ces observations considérent également NF-IL6 comme un géne induit par
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cette cytokine (Roy et al., 2000). Il a été démontré que NF-IL6 activerait I’expression de
certains génes induits par I’'TFN-y en se liant a une nouvelle séquence d’ADN récemment
identifiée dans le promoteur du géne p48 murin connue sous le nom de GATE (Weihua et
al., 1997). Considérant le role essentiel de NF-IL6 dans la transcription du géne COX-2
en réponse au LPS et son implication potentielle dans 1’expression des génes induits par
I’IFN-y, il serait particuliérement intéressant de connaitre I’impact de la surexpression
d’un mutant DN PKC-a sur ’expression, I’activation et la liaison a I’ADN de NF-IL6 en
réponse 4 I’TFN-y. Ces résultats pourraient mener a I’élucidation d’un nouveau
mécanisme de transcription du géne COX-2 en réponse a I’'IFN-y. Par contre, méme si
plusieurs évidences suggerent qu’en réponse au LPS, PKC-o module I’expression de
COX-2 via un mécanisme impliquant NF-IL6 (Chano and Descoteaux, 2002), il est tout a
fait possible que le mécanisme transcriptionel responsable de I’expression de COX-2 en

réponse a I’IFN-y soit complétement distinct.
1.3 Sécrétion des PGE; en réponse au LPS et a PIFN-y

En réponse a I’'IFN-y, la sécrétion des PGE, coincide avec l’augmentation de
I’expression de la protéine COX-2 (Chapitre I, Article I, Figure 6B) (Giroux and
Descoteaux, 2000). Par contre, en réponse au LPS, la diminution de COX-2 n’est pas
suffisante pour entrainer une baisse significative de la sécrétion de PGE, chez les
macrophages exprimant le mutant DN PKC-a (Chapitre I, Article I, Figure 6A) (Giroux
and Descoteaux, 2000). Cette observation indique que I’inhibition de 1’expression de
COX-2 active possiblement, chez les mutants DN PKC-a, un mécanisme qui compense
la synthése des PGE; induite par le LPS. L’inhibiteur spécifique de COX-2, NS-398,
prévient complétement la synthése de PGE, mais on observe toutefois que I’inhibition de
COX-1 par le valéryl salicylate entraine une réduction partielle des niveaux de PGE,
(Chapitre 1, Article I, Table I) (Giroux and Descoteaux, 2000). Ces données confirment
que I’activation de COX-2 est essentielle pour la production de PGE; mais suggerent que
COX-1 peut également contribuer a la production d’une certaine quantité de PGE; en

réponse au LPS. D’ailleurs, des fibroblastes COX-17" et COX-2"" sont capables de
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compenser la sécrétion des PGE; en modifiant ’expression et I’activité de 1’isoenzyme
COX fonctionnel ainsi que de la PLA; (Kirtikara et al., 1998). Connaitre I’impact de la
diminution de COX-2 sur I’expression (et surtout I’activité) de COX-1 et de la PLA; chez
les mutants DN PKC-a permettrait possiblement de mieux comprendre les mécanismes

qui modulent la sécrétion des PGE, en réponse au LPS.

L’ensemble des résultats présentés dans cette premiere partie démontrent que
I’expression de COX-2 ainsi que la synthése des PGE; impliquent des mécanismes
complexes qui varient en fonction du stimulus. D’ailleurs, la génération de souris
COX(1/2)'/' indique clairement que les fonctions physiologiques de ces isoenzymes sont
étroitement associées au type cellulaire et au stimulus. Egalement, le phénotype respectif
de ces souris indique que des mécanismes d’adaptation peuvent compenser 1’absence de
I’'un ou l’autre des isoenzymes (Langenbach et al., 1995; Morham et al., 1995). Par
conséquent, plus nos connaissances concernant les mécanismes spécifiques qui contrélent
la sécrétion des PGE; se préciseront, plus I’efficacité des thérapies anti-inflammatoires

pourra étre améliorée.
2. Localisation intracellulaire de PKC-a en réponse a ’IFN-y

Suivant une stimulation, PKC-a. transloque généralement vers la membrane mais peut
également transloquer du cytoplasme vers différents compartiments intracellulaires
spécialisés, incluant le noyau (Nakashima, 2002). Ceci suggere qu’une modification de la
localisation de PKC-a peut étre considérée comme un mécanisme étroitement associé a

la transduction des signaux intracellulaires (Buchner, 1995).

La localisation intracellulaire de PKC-a a été étudiée chez des fibroblastes NIH-3T3
en utilisant la protéine PKC-a couplée a la GFP (Wagner et al., 2000). Par conséquent, en
transfectant un vecteur d’expression pour la protéine de fusion hPKC-a-GFP, chez des
macrophages RAW 264.7 nous avons démontré par microscopie confocale que I’IFN-y
induit la translocation nucléaire de PKC-a (Chapitre II, Article II, Figure 1A) (Giroux et

al., 2003). Cette observation suggére que PKC-a transloque au noyau pour interagir
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directement avec des protéines nucléaires influencant ainsi la transcription de différents
génes induits par I'IFN-y. Elle démontre également que PKC-a est activée en réponse a

I’IFN-y par un mécanisme qui reste toutefois a étre élucidé.

Dans la lignée de cellules épithéliales humaines NCI-H292 I’expression d’ ICAM-1
induite par I’IFN-y implique un mécanisme dépendant de la protéine tyrosine kinase c-
Src dans lequel la PLCy2 et la PKC-a joue un réle important (Chang et al., 2002; Chang
et al., 2004). Des données récentes indiquent que la phosphorylation du facteur de
transcription PU.1 via I’activation de PKC-a et/ou BI contribue & la I’expression de
gp91°"* induite par I’IFN-y chez des monocytes humains (Mazzi et al., 2004). Par contre,
des expériences additionelles seront nécessaires afin de déterminer le mécanisme

impliqué dans I’activation de PKC-a chez le macrophage stimulé a I’'TFN-y.

2.1 Expression de différents génes en réponse a ’IFN-y

En plus de réguler I’expression de COX-2 en réponse a I'I[FN-y, PKC-a contribue
également a moduler I’expression des génes du CMH II (Giroux et al., 2003).
Contrairement a I’augmentation de 1’expression de COX-2 observée chez le mutant DN
PKC-a., I’accumulation d’ARNm du CMH II est nettement diminuée en réponse a I’IFN-
v (Chapitre II, Article II, Figure 1B) (Giroux et al., 2003). Par ailleurs, PKC-o. ne
participe pas a I’expression des génes ICSBP, IRF-1, CMH-], IP-10 et iNOS induits par
I’IFN-y (Chapitre II, Article II, Figure 1B) (Giroux et al., 2003). Globalement, ces
résultats indiquent que PKC-a régule de fagon sélective I’expression des génes induits
par ’IFN-y en agissant soit comme un régulateur négatif (COX-2) ou encore comme un
régulateur positif (CMH II). L’analyse de I’expression de I’ensemble du génome chez le
mutant DN PKC-a permettrait ultimement de mieux comprendre la fonction globale de

PKC-a dans les réponses induites par I'IFN-y chez le macrophage.
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3. Modulation de I’expression du CMH 11

Les molécules du CMH II occupent une place centrale dans le développement et le
controle des réponses immunitaires par leur capacité a présenter des peptides
antigéniques aux lymphocytes T CD4". Par conséquent, la régulation précise de leur
expression est cruciale pour assurer une réponse immune adaptative adéquate. Notre
étude a permis de préciser les événements moléculaires qui contribuent a I’expression du
CMH II en réponse a I'IFN-y ainsi que dans le contexte d’une infection par L. donovani

chez le macrophage.

3.1 Mécanismes moléculaires par lesquels PKC-oo module Pexpression du CMH

II en réponse a PIFN-y

Nos connaissances quant a I’implication de PKC dans I’expression du CMH II sont
relativement restreintes et reposent surtout sur des évidences indirectes (Lee et al., 1995;
Politis and Vogel, 1990; Smith et al., 1992). Tout d’abord, tel que mentionné
précédemment, nous avons démontré que PKC-a est impliquée dans I’accumulation
d’ARNm du CMH II en réponse 4 I’IFN-y (Chapitre II, Article II, Figure 1B) (Giroux et
al., 2003). Etant donné que les étapes de la voie de signalisation menant & 1’expression du
CMH 1I en réponse a I’'ITFN-y sont bien caractérisées (Revue de littérature, Figure 6)
(Muhlethaler-Mottet et al., 1998), I'effet du mutant DN PKC-a a été déterminé dans
chacune de ces étapes. Globalement, nos travaux démontrent que PKC-o régule
I’expression de CIITA en modulant Dactivité transcriptionelle d’IRF-1 et ainsi ils
suggérent un nouveau mécanisme de régulation pour ’expression du CMH II en réponse

a I'IFN-y (Giroux et al., 2003).
3.1.1 Transcription de CIITA

CIITA est considéré comme le facteur de transcription majeur pour lI’expression
constitutive et inductible des molécules du CMH II. L’importance de CIITA dans la

transcription du CMH II est d’ailleurs mise en évidence chez des souris CIITA™ qui ne
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possédent que de faibles quantités de cellules T CD4" résultant d’une déficience dans

I’expression des molécules du CMH II (Chang et al., 1996).

L’inhibition de I’accumulation d’ARNm du géne CIITA de type IV observée chez les
macrophages exprimant le mutant DN PKC-a (Chapitre II, Article II, Figure 3A-B)
(Giroux et al., 2003) indique que ’expression du CMH II induite par 'IFN-y est régulée
au niveau de ’expression de CIITA par PKC-a.. De plus, des expériences de transfections
transitoires montrent que 1’expression d’une forme constitutivement active (CA) de PKC-
o augmente significativement Iactivité du promoteur IV de CIITA (Chapitre II, Article
II, Figure 3C) (Giroux et al., 2003). Ce résultat supporte également un réle pour PKC-a

dans I’activité transcriptionelle de CIITA en réponse a I'TFN-y.

3.1.1.1 Role de la voie des Jak-Stat

Plusieurs travaux attribuent une fonction essentielle a la voie des Jak-Stat dans la
transcription de CIITA en réponse a I'IFN-y (Chang et al., 1994; Meraz et al., 1996). Tel
que démontré antérieurement (O'Keefe et al.,, 2001), on remarque que I’activité du
promoteur IV de CIITA est affectée de fagon significative par une mutation au niveau de
la région GAS (Chapitre II, Article I, Figure 3C) (Giroux et al., 2003), supportant
I’importance de Statl dans la transcription du géne CIITA.

Contrairement & de récentes évidences qui démontrent que PKC-8 et PKC-¢
contribuent 4 la phosphorylation de Statl (Deb et al., 2003; Ivaska et al., 2003), nos
résultats indiquent que PKC-a ne participe pas & I’activation de la voie des Jak-Stat.
Effectivement, les niveaux de phosphorylation de Jak2 et Statl sur résidus tyrosine ainsi
que la translocation nucléaire et la liaison & ’ADN de Statl sont comparables entre les
cellules témoins et les mutants DN PKC-a. (Chapitre II, Article II, Figure 2A-B)(Giroux
et al., 2003). Or, les résultats présentés dans ces deux figures ont été obtenus a des temps
plutét courts et malgré qu’en réponse a I'IFN-y, Statl se lie trés rapidement au pIV de

CIITA, une stimulation soutenue est nécéssaire pour assurer la synthése de IRF-1 et ainsi
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promouvoir la transcription maximale de CIITA (Eason and Blanck, 2001; Morris et al.,
2002). A noter que la phosphorylation de Jak2 et Stat] a été analysée jusqu’a 4h suivant
la stimulation & I’IFN-y tandis que la translocation nucléaire et la liaison a ’ADN de
Stat] jusqu’a 5h. Les résultats sont tout a fait comparables a ceux obtenus a des temps
plus courts (Giroux et Descoteaux, résultats non-publiés). Ces observations indiquent que
PKC-a régule ’expression du CMH II induite par I’'IFN-y en modulant la transcription de
CIITA par un mécanisme situé en aval de Statl. Ainsi, en agissant sur les événements
précoces de signalisation, PKC-¢ et PKC-8 ont un impact global sur la transcription des
geénes induits par I’IFN-y contrairement 8 PKC-a qui ne participe pas a Iactivation de
Statl. D’ailleurs, étant donné que le mutant DN PKC-o ne cause pas de déficience
généralisée dans ’expression de divers génes induits par I’ITFN-y (Chapitre II, Article II,
Figure 1B) (Giroux et al., 2003), ceci est également un argument favorisant un réle plus

spécifique pour PKC-a dans la modulation des réponses induites par I'TFN-y.

3.1.1.2 Réle de IRF-1

IRF-1 et IRF-2 sont deux membres de la famille des IRFs impliqués dans la
transcription de CIITA (Koenig Merediz et al., 2000; Muhlethaler-Mottet et al., 1998).
Essentiellement, nous observons que PKC-a n’est impliquée ni dans I’expression de IRF-
1, ni dans celle de IRF-2 (Chapitre II, Article II, Figure 4A) (Giroux et al., 2003). De
plus, on remarque que la translocation nucléaire et la liaison & I’ADN de IRF-1 semblent
aussi étre des événements indépendants de PKC-o (Chapitre II, Article II, Figure 4B)
(Giroux et al., 2003). A noter qu’il serait particuliérement intéressant de comparer, par
une méthode de in vivo «genomic footprinting», la capacité de liaison a I’ADN de IRF-1
entre les cellules témoins et les mutants DN PKC-a. Effectuée dans des conditions plus
physiologiques, cette expérience permettrait assurément de confirmer et ainsi de mieux
comprendre I’implication de PKC-a dans les mécanismes qui ménent a I’activation, la
translocation nucléaire ou I’interaction de IRF-1 avec le promoteur de CIITA. Par
ailleurs, des expériences de transfections transitoires démontrent clairement que

I’expression de la forme CA de PKC-o augmente I’activité basale et induite par ’'TFN-y
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du promoteur IV de CIITA médiée par IRF-1 sans affecter celle médiée par IRF-2
(Chapitre II, Article II, Figure 5) (Giroux et al., 2003). Ceci indique que PKC-a module
de fagon sélective I’activité de transactivation de IRF-1 pour induire la transcription de

CIITA de type IV en réponse a I’'IFN-y.

La préoccupation majeure en ce qui a trait a la régulation des genes est de
comprendre de quelle fagon on réussit a atteindre la spécificité requise au contrdle de
’expression génique malgré 1’évidence d’un nombre limité de facteur de transcription
(Maniatis et al., 1987). La théorie actuelle est basée sur des mécanismes impliquant une
synergie précise entre une variété de protéines régulatrices et d’éléments régulateurs sur
PADN qui permettrait 1’assemblage d’un complexe nucléoprotéique appelé
«enhanceosomey. Ultimement, cette structure agit comme une plateforme servant a
stabiliser la machinerie transcriptionelle de base et favoriser son interaction avec le

promoteur (Carey, 1998; Merika and Thanos, 2001).

Chez les macrophages exprimant le mutant DN PKC-o, les niveaux de
phosphorylation totale d’IRF-1 ne sont apparemment pas affectés. Par contre, on observe
un retard au niveau de la migration du complexe protéique IRF-1 suggérant que PKC-o
participe aux modifications post-transcriptionelles de IRF-1 pour médier la transcription
de CIITA (Chapitre II, Article II, Figure 6A-B)(Giroux et al., 2003). Cette possibilité est
également supportée par ’observation que PKC-o interagit directement avec IRF-1
(Chapitre II, Article II, Figure #C) (Giroux et al., 2003). En plus de contribuer a la
transcription du géne CIITA, la génération de souris IRF-17" a permis de mettre en
évidence le role essentiel de IRF-1 dans la transcription des génes iNOS et CMH I
(Jarosinski and Massa, 2002; Kamijo et al., 1994; Martin et al., 1994), lesquel sont
exprimés normalement chez le mutant DN PKC-o en réponse a I'IFN-y (Chapitre II,
Article II, Figure 1B) (Giroux et al., 2003). Ainsi, en se basant sur la théorie de synergie
transcriptionelle, il est possible que les modifications post-transcriptionelles de IRF-1
dépendantes de PKC-o soient requises pour assurer le fonctionnement adéquat de
«!’enhanceosome» spécifiquement dans le contexte du promoteur IV de CIITA. Cette

hypothése pourrait étre vérifiée en reprenant les expériences de transfection transitoires

162



décrites plus haut pour étudier le role de PKC-o dans la transcription dépendante de IRF-

1 de génes comme iNOS et CMH L.

En se basant sur I’ensemble des observations montrées dans 1’ Article II (Giroux et
al., 2003), il apparait évident que PKC-o. module la transcription du géne CIITA par un
mécanisme, impliquant le facteur de transcription IRF-1, situé en aval de I’activation de
Stat1. Par contre, la fonction exacte de PKC-a. reste encore a préciser et il n’est pas exclu
que cet enzyme soit impliqué dans un mécanisme contribuant a favoriser la liaison a
I’ ADN du facteur de transcription IRF-1 plutdt que d’agir directement sur 1’activation de
la protéine. Par exemple, des travaux récents démontrent que I'IFN-y induit une
augmentation de D’acétylation des histones localisées au pIV de CITA. Cette
modification semble se produire avant la liaison de IRF-1 et I’accumulation des transcrits
d’ARNm de CIITA. Ces résultats suggérent que tout en favorisant ’ouverture et le
relachement de la chromatine, 1’acétylation permettrait I’assemblage complet des facteurs
au niveau du promoteur ainsi que la stabilisation de ’ensemble de ces facteurs (Morris et
al., 2002). Des analyses in vitro montrent également que IRF-1 interagit directement avec
PCAF, une histone acétylase induite par les phorbol esters, ce qui a pour effet de
favoriser sa liaison a la séquence ISRE augmentant ainsi I’activité promotrice dépendante
de IRF-1 (Masumi and Ozato, 2001). Le fait que I’expression de PCAF est induite par les
phorbol esters suggérent I’implication de PKC dans ces événements moléculaires. Par
conséquent, déterminer I’impact d’un mutant DN PKC-a sur ’expression et/ou I’activité
de diverses histone acétylases (ex : PCAF, p300, CBP, etc...) est une alternative qui
mérite d’étre explorée et qui éventuellement pourrait mener a élucider un modele plus

précis des mécanismes transcriptionels qui ménent a I’expression de CIITA.

3.2 Régulation de I’expression du CMH II par L. donovani

Une des caractéristiques de la plupart des microorganismes pathogeénes consiste en
leur capacité 4 survivre et a persister a I’intérieur de I’h6te. Par exemple, Mycobacterium

bovis, Toxoplasma gondii et plusieurs espéces de Leishmania ont tous développé des

stratégies variées pour éviter la reconnaissance par les cellules T en interférant avec la
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présentation antigénique (Antoine et al., 1999; Luder et al., 2001; Wojciechowski et al.,
1999). Tel qu’observé antérieurement (Reiner et al., 1988), I’accumulation d’ARNm du
CMH 1I induite par I’'IFN-y diminue considérablement chez des macrophages infectés
avec la forme amastigote du parasite L. donovani (Chapitre II, Article III, Figure 1A). Par
conire, le mécanisme actuel menant a cette inhibition est encore relativement obscur.
Conséquemment, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires qui
modulent I’expression du CMH II en réponse a I'I[FN-y (Giroux et al., 2003) nous a
permis de caractériser davantage la stratégie utilisée par L. donmovani menant a

I’inhibition du CMH II (Chapitre II, Article III).

A cause de son importance dans 1’expression des génes du CMH II, CIITA posséde
un role fondamental dans la régulation des réponses immunes. De ce fait, I’inhibition de
I’expression et/ou de la fonction de CIITA dans le contexte d’une infection s’avére une
stratégie efficace afin de générer une baisse considérable de I’expression des molécules
du CMH II et ainsi prévenir le développement d’une réponse immune adaptative dirigée
contre le microorganisme pathogéne (Accolla et al, 2001). D’ailleurs, chez les
macrophages humains, la phagocytose de bactéries 2 Gram négatif et de mycobactéries
entraine une inhibition de la transcription de CIITA accompagnée par la diminution de
I’expression constitutive et induite par I'IFN-y du CMH II (De Lerma Barbaro et al,,
1999). Nos résultats indiquent que I’inhibition de I’expression du CMH II induite par
I'IFN-y chez les macrophages infectés avec la forme amastigote de L. donovani est
également associée a une baisse de 1’accumulation d’ARNm de CIITA de type IV

(Chapitre II, Article III, Figure #1A).

Des études antérieures ont démontré que les formes amastigotes et promastigotes de
L. donovani atténuent la phosphorylation sur résidus tyrosine des protéines Jak et Stat
(Blanchette et al.,, 1999; Nandan and Reiner, 1995). Ces résultats suggérent que L.
donovani cible directement I’activation de la voie des Jak-Stat pour inhiber la
transcription de CIITA induite par I’IFN-y. Contrairement & ces observations, nous
observons que 1’activation de la voie des Jak-Stat induite par ’IFN-y n’est pas affectée

chez des macrophages murins infectés avec la forme amastigote de L. donovani (Chapitre
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I1, Article III, Figure 3A) (Giroux et al., 2003). Les différences que nous observons entre
nos résultats et ceux obtenus par ces différents groupes semblent étre principalement
d’ordre expérimental. Dans un premier cas, des macrophages murins B10R sont infectés
6h avec la forme promastigote de L. donovani (Blanchette et al., 1999) et dans le
deuxiéme cas, des cellules humaines différenciées au PMA sont infectées avec la forme
amastigote de L. donovani (Nandan and Reiner, 1995). De plus, ces groupes suggerent
que le parasite L. donovani pourrait persister dans ’hote en interférant avec I’activation
de la voie des Jak-Stat, une voie de signalisation centrale en réponse a I’'IFN-y. Par
conséquent, il aurait été particuliérement intéressant que ces précédents travaux soient
supportés par des évidences démontrant 1’impact spécifique d’une telle déficience, par
exemple au niveau de ’expression d’IRF-1 ou encore du CMH II, deux génes dont la
transcription est dépendante de Stat-1. Néanmoins, les données que nous obtenons sont
consistantes avec le fait qu’une infection a L. donovani n’est pas associée a une
déficience généralisée des réponses induites par I'IFN-y. Nous remarquons effectivement
que les patrons de phosphorylation totale sur résidus tyrosine induits par I’TFN-y ainsi que
1’expression de IRF-1 et du CMH I ne sont visiblement pas affectés suite a ’infection de
macrophages murins avec la forme amastigote de L. donovani (Chapitre II, Article IIL,
Figure 3B et 1B) (Giroux et al., 2003). Ainsi, ’ensemble de nos observations conduisent
vraisemblablement 4 la conclusion que I’inhibition sélective de ’expression de CIITA en
réponse a I'IFN-y dépend d’un mécanisme agissant en aval de ces éveénements

moléculaires précoces.
3.2.1 Inhibition de PKC

Un nombre considérable de travaux démontrent que Leishmania altére certains
mécanismes PKC-dépendants (Buchmuller-Rouiller and Mauel, 1987; Descoteaux and
Matlashewski, 1989; Olivier et al.,, 1992) en synthétisant des glycolipides qui inhibent
Pactivité de PKC (Descoteaux, 1993; Turco and Descoteaux, 1992). Nous observons
d’ailleurs que la translocation nucléaire de PKC-o induite par DIFN-y est
considérablement affectée chez les macrophages infectés avec L. donovani (Chapitre II,

Article III, Figure 4B-C) comparativement a celle observée chez les macrophages non-
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infectés (Chapitre II, Article III, Figure 4A). En se basant sur les conclusions apportées
dans I’ Article II (Giroux et al., 2003) soulignant un réle pour PKC-a dans la transcription
de CIITA médiée par le facteur de transcription IRF-1, nous proposons 1’hypothése que
L. donovani inhibe I’expression de CIITA en interférant avec un mécanisme dépendant
de PKC-a. Par contre des analyses supplémentaires servant & déterminer I’impact de L.
donovani sur la modulation de I’activité de IRF-1 ainsi que sur I’interaction directe entre

PKC-a et IRF-1 seront primordiales pour clarifier cette hypothese.

D’autres pathogénes, telle la bactérie Legionella pneumophila, ciblent PKC-a (Jacob
et al., 1994). Ainsi, une meilleure caractérisation de la stratégie utilisée par L. donovani
pour inhiber I’expression du CMH II conduira éventuellement a déterminer si elle est

utilisée par d’autres types de microorganismes.
3.3 Signification biologique de la diminution de I’expression du CMH II

Le développement d’une réponse immunitaire adéquate contre plusieurs types de
pathogenes, incluant L. donovani, dépend de 1’activation des lymphocytes T CD4". Ainsi,
la présentation de peptides antigéniques liés aux molécules du CMH II exprimés a la
surface des macrophages est 1’étape pivot entre la réponse innée et adaptative. Le facteur
limitant I’efficacité de 1’activation des cellules T CD4+ dans le contexte du systeme de

présentation de classe II est la densité de molécules de CMH 1I a la surface des CPAs.

L’ensemble des résultats présentés dans les Articles II (Giroux et al., 2003) et III
indiquent tout d’abord que PKC-a contribue a orchestrer le développement de la réponse
immune adaptative par son implication dans la modulation de la transcription du CMH II.
De plus, ils suggerent que L. donovani favorise sa survie a ’intérieur de 1’hdte en
compromettant sa reconnaissance par les cellules T en inhibant I’expression du CMH IL
Néanmoins, des expériences additionnelles seront nécessaires pour déterminer si les
baisses d’accumulation d’ARNm de CMH II observées chez les macrophages exprimant

le mutant DN PKC-a ainsi que chez les macrophages infectés par L. donovani ont une
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conséquence biologique directe sur I’expression des molécules du CMH II a la surface du

macrophage ainsi que sur la présentation antigénique.
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CONCLUSION



L’ensemble des résultats obtenus tout au long de ce projet de doctorat supporte un role
important pour PKC-o dans la signalisation intracellulaire du macrophage et par
conséquent, dans I’expression de génes essentiels au controle de certaines fonctions,
notamment |’inflammation et la présentation antigénique. Inspirée de ces observations, la

Figure 12 illustre I'implication globale de PKC-a chez le macrophage.

1) En réponse au LPS, PKC-a influence I’expression de COX-2 en modulant I’activité
transcriptionelle de NF-IL6. L’expression des génes IL-10/B, iNOS et GM-CSF est
également sous le contrle de NF-IL6 et ce sont des génes dont I’expression est
également inhibée par le mutant DN PKC-a (Chano and Descoteaux, 2002; St-Denis et
al., 1998). Par contre, bien que PKC-a. module I’expression de COX-2, la synthése des
PGE; induite par le LPS semble toutefois contrdlée par un mécanisme additionel. Ainsi,
la contribution précise de PLA; et de COX-1 dans notre systéme reste encore a
déterminer.

2) PKC-a régule de facon sélective les réponses induites par I'IFN-y. Cette protéine
contribue a I’expression du géne du CMH II en médiant I’activité transcriptionelle de
CIITA dépendante de IRF-1. Malgré que PKC-o semble interagir directement avec IRF-
1, des expériences additionelles permettront de déterminer le mécanisme exact par lequel
PKC-o module I'activité de IRF-1. Contrairement a I’expression du CMH II, I’expression
de COX-2 et la sécrétion des PGE, sont régulées négativement par PKC-o. Le
mécanisme impliqué dans I’activation de PKC-o en réponse & I'IFN-y ainsi que le
mécanisme transcriptionel par lequel PKC-oo module I’expression du géne COX-2 en

réponse a I’[FN-y restent encore a préciser.

3) La forme amastigote du parasite L. donovani altére spécifiquement I’expression du
CMH 1II en inhibant la transcription de CIITA induite par I'IFN-y. La translocation
nucléaire de PKC-a est également affectée chez les macrophages infectés. Ces résultats

suggérent que la modulation transcriptionelle de CIITA implique possiblement un

mécanisme dépendant de PKC-o.. Etudier 1’ effet précis de L. donovani sur la transcription

de CIITA médiée par IRF-1 assurera une meilleure compréhension de ce mécanisme.
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Figure 12 : Schéma illustrant I’ensemble des résultats présentés dans cette thése. Voir
texte pour plus de détails.
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Figure 8 : La surexpression d’un mutant DN PKC-a. n’affecte pas les temps de
demi-vies de 'ARNm de COX-2 en réponsed I’ [FN-v.

Des macrophages RAW 264 .7 naifs ou pré-stirulés & I'TFN-y (100 Usml) ont été incubés 8 h
en présence ou en absence d’TFN-y (100 U/ml). Suivant un traitement au DEX (1 pM), FARN
a été extrait & différents temps. Les niveaux d’ARNm de COX-2 ont été quantifiés en utilisant
un Phosphorimager et ensuite normalisés sur I’actine. Les résultats sont représertés dans le
graphicue sous forme de pourcentage d”ARNm restant nivesu d’ ARMm svart ajout de DEX / rivesn
d’ARMm sprés DEX *100) . ***Tps % vie (50% stabilité) = 2.34 hres pour le vecteur et 2.4 hres
pour le mutant DN PKC-<.
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Figure 9 : PKC-o n’est pas impliquée dans la stabilité de ' ARNm de COX-2 en réponse
al'IFN-v.

Des macrophages RAW 264 .7 (Vecteur, Clone C2) naifs ou pré-stimulés & 'TFN-y (100 Ulral) ont été
incubés 8 hen présence ou en absence d’IFN-v (100 Usnl). Suivant un traitement 4 "AD (10 pgfra),
PARN a été extrait & différents temps. La stabilité de I’ARN a été analysée par Norhern Blot. Les
niveaux d’ARN ont €té quantifiés en utilisant un Phosphorimager et les résultats présertés dans le
graphicjue représentent le rapport extre les quantités d’ARN de COX-2 et d’actine.
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Figure 10 : PKC-o module la transcription de COX-2 induite par I'TFN-v.
Des macrophages RAW 264 .7 (Vecteur, Clone C2) ont été incubés 8 h en ehsence ouen
présence d’TFN-y (100 Ujral) et d’une combinaison de LPS (100 ngfml) et ’IFN- (100
Usml). Les noyaux ont été isolés et suite & une étape de transcription in vifro, les ARNs
nucléaires marqués au 32P (5 X 10° CPM) ont été hybridés & 5 pg d’ADNc correspondant
respectivement 8 COX-2 et I'actine. L’ ADN du plasmide pBluescript est utilisé pour
détecter le bruit de fond non-spécifique. La quantification a été fait en utilisant un
Phosphorimager et les résultats présentés dans le graphicue représentent le rapport des
valeurs densitorétricues entre COX-2 et I'actine.

Ratio COX-2/Actine = niveau relatif de transcription.
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Figure 11 : La surexpression d’un mutant DN PKC-a n’affecie pasla
translocation nucléaire ni la liaison & ' ADN du facteur de transcription [CSBP
en réponse a I'IFN-v.

Des macrophages RAW 264 .7 (Vecteur, clone C2) ont été incubés en absence ou en présence
d’IFN-v (100 U/ml) pour différents temps. Les extraits nucléaires ont ensuite été préparés et
la translocation nucléaire ainsi que la linison & TADN d’ICSBP ont été analysé pas gel
électrophorétique de mobilité & décalage (Gel shift). Au niveau des puits I3 et 14, un excés
de sonde correspondant aux séquences de liaison des facteurs de transcripiton PU.1 et ICSBP
a été ajouté aux échantillons provenant des cellules témoins (Vecteur) stimulées 15 min &
I'TFN-v (100 Ufal).
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Cyclooxygenase-2 Expression in Macrophages: Modulation by
Protein Kinase C-a'

Mélanie Giroux and Albert Descoteaux?

Cyclooxygenase-2 (COX-2) is an inducible enzyme responsible for high levels of PG production during inflammation and immune
responses. Previous studies with pharmacological inhibitors suggested a role for protein kinase C (PKC) in PG production possibly
by regulating COX-2 expression. In this study, we addressed the role of PKC-« in the modulation of COX-2 expression and PGE,
synthesis by the overexpressing of a dominant-negative (DN) mutant of this isoenzyme in the mouse macrophage cell line RAW
264.7. We investigated the effect of various stimuli on COX-2 expression, namely, LPS, IFN-v, and the intracellular parasite
Leishmania donovani. Whereas LPS-induced COX-2 mRNA and protein expression were down-regulated in DN PKC-a-overex-
pressing clones, IFN-y-induced COX-2 expression was up-regulated in DN PKC-a-overexpressing clones with respect to normal
RAW 264.7 cells. Measurements of PGE, levels revealed a strong correlation between PGE, secretion and IFN-y-induced COX-2
mRNA and protein levels in DN PKC-a-overexpressing clones. Taken together, these results suggest a role for PKC-a in the
modulation of LPS- and IFN-y-induced COX-2 expression, as well as in IFN-y-induced PGE, secretion. The Journal of Immu-

nology, 2000, 165: 3985-3991.

immune responses. Their secretion is induced by various
stimuli including LPS, phorbol esters, cytokines, and
phagocytosis (1). PGE, is one of the main PGs secreted in large
quantities by macrophages and acts as an autocrine regulator of
their activity (2, 3). Cyclooxygenases (COX),? the key enzymes
responsible for the conversion of arachidonic acid to PGs, exist in
two isoforms with different physiological functions. Whereas
COX-1 is constitutively expressed in most cell types and is re-
sponsible for regulating normal physiological functions (3, 4),
COX-2 is inducible in cells playing a role in inflammation such as
macrophages, fibroblasts, and endothelial cells (5, 6). In human
and murine macrophages, COX-2 expression is induced by LPS,
IL-1, and phorbol esters (6-9). Studies with the murine macro-
phage cell line RAW 264.7 indicated that accumulation of COX-2
mRNA can be induced by a combination of IFN-y and LPS but not
by IFN-v alone (10). In addition to soluble mediators, pathogens
such as the intracellular parasite Leishmania donovani can increase
synthesis of PGE,, possibly by inducing alterations in the COX
pathway (11, 12).
Previous studies using protein kinase C (PKC) inhibitors and
activators suggested that PGE, synthesis requires the activation of
PKC in the mouse macrophage cell line RAW 264.7, as well as in

P rostaglandins are important mediators of inflammatory and
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peritoneal macrophages (1, 13). Twelve isoenzymes of PKC, a
family of protein serine/threonine kinases, have been identified so
far. Differences in their structure, requirement for activity, subcel-
lular localization, and substrate specificity suggest that in a given
cell, the various PKC isoenzymes may exert specific functions. Six
of them are expressed in macrophages but their respective roles in
the regulation of macrophage functions are poorly understood (14,
15). Using clones of the RAW 264.7 macrophage cell line over-
expressing a dominant-negative (DN) mutant of PKC-« (DN PKC-
a), we recently reported that PKC-a regulates selective LPS-in-
duced responses, including inducible NO synthase (iNOS) and
IL-1a expression (16). This study led us to propose a role for
PKC-« in the regulation of inflammatory responses. Previous stud-
ies based on selective depletion of PKC isoenzymes and their dif-
ferential sensitivities to pharmacological inhibitors led to the sug-
gestion that PKC-a regulates zymosan-stimulated arachidonic acid
metabolism and eicosanoid synthesis in peritoneal macrophages
(17). To further investigate the role of PKC-« in the regulation of
COX-2 expression and PGE, secretion, we used DN PKC-a-over-
expressing clones of the RAW 264.7 macrophage line (16). We
obtained evidence that PKC-a modulates COX-2 expression in
macrophages exposed to both LPS and IFN-v, thereby providing
additional evidence that PKC-« is involved in the regulation of
macrophage inflammatory responses.

Materials and Methods
Cell lines

The murine macrophage cell line RAW 264.7 transfected with the expres-
sion vector pCIN-4, and the DN PKC-a-overexpressing clones Bl and C2
(16) were cultured in a 37°C incubator with 5% CO, in DMEM with
glutamine (Life Technologies, Ontario, Canada), containing 10% heat-in-
activated FBS (HyClone, Logan, UT), 10 mM HEPES pH 7.3, and anti-
biotics supplemented with 200 ug/ml G418 (Life Technologies).

Bone marrow-derived macrophages (BMM)

BMM were obtained as previously described (18). Briefly, bone marrow
cells obtained from femurs of 6- to 8-wk-old female BALB/c mice (Charles
River, St-Constant, Québec, Canada), were freed of RBC by osmotic shock
and resuspended in complete medium with 15% (v/v) L929 cell-condi-
tioned medium. After 1 day in culture (37°C, 5% CO,), nonadherent cells
were transferred into new culture dishes and then allowed to differentiate
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and adhere for 6 days. BMM were made quiescent by culturing them in
CSF-1-free medium for 18 h before being used.

L. donovani

Promastigotes of L. donovani (Ethiopian strain LVY, obtained from G.
Matlashewski, McGill University, Montréal, QC, Canada) were freshly
derived from amastigotes isolated from the spleen of an infected hamster
and were grown in at 26°C in RPMI 1640 supplemented with 20% heat-
inactivated FBS, 100 uM adenine, 5 pM hemin, 1 uM biotin, 20 mM
2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid, pH 5.5, and antibiotics. For infec-
tions with L. donovani, 2.5 X 10° adherent macrophages were incubated
with 2.5 X 107 parasites for 8 h.

Northern blot analyses

Total RNA preparation and Northem blot analyses were performed essentially
as described previously (16, 19). The probe for murine COX-2 consisted of the
1.2-kb EcoRl/Apal fragment from COX-2 ¢cDNA amplified by PCR using
oligodeoxynucleotides AD-24 (5'-CCCCTTCCTGCGAAGTTTAATC-3')
and AD-25 (5'-GCATCTGGACGAGGTTTTTCC-3').

Plasmids

The luciferase reporter vector (pTIS10L) containing the promoter region of
the mouse COX-2 gene (20) (—963/+70 from the transcription initiation
site) was provided by Harvey Herschman (University of Califomia, Los
Angeles, CA) and was used for transient transfections studies. The PKC-a
expression vector (pPCMV-PKC-a) was constructed by insertion of the hu-
man wild-type PKC-a cDNA (21) into the HindllIl site of the expression
vector pRcCMV (Invitrogen, San Diego, CA) and was used for overex-
pression analyses. The pRL-TK plasmid encoding the Renilla luciferase
was obtained from Promega (Madison, WI).

Transient transfections

Adherent cells (2.5 X 10%/well) were transfected using GenePorter (Gene
Therapy Systems, San Diego, CA) with 0.25 pg of COX-2 luciferase re-
porter plasmid, and either 0.65 pg of pRcCMV (Invitrogen) or pCMV-
PKC-a expression vector. All transfections included 0.1 ug of pRL-TK
(Promega) as transfection cfficiency control. Cells were transfected with
250 1 DNA/GenePorter mix for S h, and 1 ml of serum-free medium was
added. Cells were treated 7 h later with 100 ng/ml LPS and harvested at
12 h in Reporter lysis buffer (Promega). Firefly and Renilla luciferase val-
ues were obtained by analyzing 20 ul of cell extracts according to standard
instructions provided in the Dual Luciferase kit (Promega) using a Lumat
LB 9507 luminometer (EG & G Berthold, Nashua, NH). Statistically sig-
nificant differences were identified using the unpaired Student’s ¢ test. Val-
ues of p = 0.01 were considered statistically significant.

Western blot analyses

Western blot analyses were performed as described previously (16). Anti-
COX-2 mAbs were obtained from Transduction Laboratories
(Lexington, KY).

PGE, production

PGE, levels in the supematants of macrophage were measured by com-
petitive immunoassay (EIA; Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI) after 8 h
of incubation with different stimuli as recommended by the manufacturer.
When indicated, the COX inhibitors NS398 (5 uM) and valeryl salicylate
(1 mM) (Cayman Chemicals) or the iNOS inhibitor N°-monomethyl-L-
arginine monoacetate (L-NMMA; 500 um) (Alexis, San Diego, CA) were
used. Statistically significant differences were identified using the unpaired
Student’s ¢ test. Values of p = 0.01 were considered statistically
significant.

Results
Effect of DN PKC-« overexpression on LPS-induced COX-2
expression

In macrophages, COX-2 expression is strongly induced by LPS,
phorbol-ester, and several cytokines (22). To investigate the role of
PKC-a in this process, we measured COX-2 mRNA accumulation
and protein level expression in normal RAW 264.7 cells (contain-
ing the empty vector) and in DN PKC-a-overexpressing clones
(B1 and C2; Ref. 16) after stimulation with LPS (10 and 100 ng/
ml) for 8 h. In normal RAW 264.7 cells, LPS induced the expres-

PKC-a AND COX-2 EXPRESSION IN MACROPHAGES

sion of COX-2 mRNA accumulation and protein synthesis in a
dose-dependent manner (Fig. 1, 4 and B, lanes 1-3). In DN PKC-
a-overexpressing clones, LPS-induced COX-2 mRNA accumula-
tion, and protein levels were significantly inhibited. Densitometric
analyses revealed that in clone Bl, COX-2 mRNA levels were
reduced by 10- to 20-fold (Fig. 14, lanes 4—6), and protein levels
were reduced by ~4-fold (Fig. 1B, lanes 4—6) with respect to the
levels observed in control cells. In clone C2, LPS-induced COX-2
mRNA levels were barely detectable (Fig. 14, lanes 7-9), whereas
COX-2 protein levels were reduced by ~3- to 5-fold with respect
to control cells (Fig. 1B, lanes 7-9). Thus, similar to LPS-induced
IL-la and iNOS expression (16), DN PKC-a overexpression
strongly inhibited LPS-induced COX-2 expression in RAW 264.7
macrophages.

Overexpression of PKC-« increases LPS-induced COX-2
promoter activity

The inhibition of LPS-induced COX-2 expression in DN PKC-a-
overexpressing macrophages indicated that PKC-a plays a role in
modulating COX-2 expression. To further demonstrate the in-
volvement of PKC-« in the induction of COX-2 by LPS, we tran-
siently transfected RAW 264.7 cells with a COX-2-luciferase re-
porter and a wild-type PKC-a expression vector. Overexpression
of wild-type PKC-a had no effect on basal COX-2 promoter ac-
tivity in untreated RAW 264.7 cells (Fig. 2). In contrast, PKC-«
overexpression significantly increased LPS-stimulated COX-2
promoter activity by ~2-fold with respect to controls (Fig. 2, p =
0.0001, n = 3). These data are consistent with PKC-« playing
a role in modulating COX-2 expression in LPS-stimulated
macrophages.

A Vector B1 c2
0 10 100 0 10 100 0 10 100 LPSml)
T2 3 456 7 8 g Y

COXx-2

Vector B1 c2
0 10 100 0 10 100 0 10 100 LPS
12 3 4 5 6 7 8 o (om

COX-2

FIGURE 1. Effect of DN PKC-a overexpression on LPS-induced
COX-2 expression. Adherent cells (vector alone, clone B, and clone C2)
were incubated in the absence (Janes 1, 4, and 7) or in the presence of either
10 ng/ml (lanes 2, 5, and 8) or 100 ng/ml (lanes 3, 6, and 9) LPS for 8 h.
Total RNA was extracted and Northern blot analyses was performed (4),
and cell extracts were prepared for Western blot analyses (B) as described
in Materials and Methods. RNA integrity and loading were assessed by
ethidium bromide staining. Similar results were obtained in at least three
separate experiments.
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FIGURE 2. Overexpression of PKC-a increases LPS-induced COX-2
promoter activity in RAW 264.7 macrophages. Adherent RAW 264.7 cells
were transiently transfected with the COX-2/Luc reporter construct and
pRL-TK for 5 h along with either the control vector (Z) or the wild-type
PKC-a expression vector ([]). Cells were incubated for 7 h and then stim-
ulated with 100 ng/ml LPS for 12 h. Firefty and Renilla luciferase activitics
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 two separate exper-
iments. #%, p = 0.0001 as compared with LPS-stimulated cells transfected
with control vector.

Effect of DN PKC-a overexpression on COX-2 expression
Jollowing a stimulation with IFN-y

IFN-+ is a potent regulator of macrophage function (23). In addi-
tion to inducing the expression of several genes, incubation of
macrophages with IFN-y enhances their responsiveness to LPS
(10, 24). To determine whether PKC-« plays a role in the regula-
tion of IFN-y-induced responses, we have measured the induction
of COX-2 mRNA accumulation and protein synthesis in control
RAW 264.7 cells and in the DN PKC-a-overexpressing clones B1
and C2 in response to 100 U/ml IFN-vy alone or in combination
with 100 ng/ml LPS. Macrophages were primed with 100 U/ml
IFN-vy for 18 h before the addition of either 100 U/ml IFN-vy or the
combination of 100 U/ml IFN-y and 100 ng/ml LPS. IFN-y in-
duced an important increase of COX-2 mRNA accumulation in
DN PKC-a-overexpressing cells (20-fold for clone B1 and 60-fold
for clone C2) (Fig. 34, lanes 6 and 10) compared with control cells
(Fig. 34, lane 2). Similar results were obtained with the levels of
COX-2 protein expression, as in clone Bl (Fig. 3B, lane 6) and in
clone C2 (Fig. 3B, lane 10) COX-2 levels were increased by 2- and
4-fold, respectively, compared with the levels observed in control
cells (Fig. 3B, lane 2). This significant increase in IFN-y-induced
COX-2 expression in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells
suggested that PKC-a negatively modulates IFN-y-induced
COX-2 expression. When macrophages were exposed to a com-
bination of both IFN-y and LPS, high levels of COX-2 mRNA and
protein were induced independently of DN PKC-« overexpression
(Fig. 3, A and B, lanes 4, 8, and 12). Thus, DN PKC-« overex-
pression had little effect on the synergistic effect of LPS and IFN-y
on the induction of COX-2 mRNA accumulation and protein
synthesis.

COX-2 expression following a phagocytic stimulation with L.
donovani promastigotes

Infection with the intracellular protozoan L. donovani stimulates
macrophages to secrete PGE,, possibly by inducing COX-2 ex-
pression (11, 12). Thus we determined whether PKC-a was in-
volved in this process by comparing the induction of COX-2
mRNA accumulation and protein synthesis in normal RAW 264.7
cells and in DN PKC-a-overexpressing clones following phago-
cytosis of L. donovani promastigotes. For priming experiments,
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FIGURE 3. Effect of DN PKC-a overexpression on COX-2 expression
induced by LPS and IFN-vy. Adherent cells (vector alone, clone B1, and
clonc C2) were incubated in the absence (lanes I, 5, and 9) or in the
presence of either 100 U/ml IFN-vy (lanes 2, 6, and 10), 100 ng/ml LPS
(lanes 3, 7, and 11), or a combination of both (Janes 4, 8, and 12) for 8 h.
For priming experiments, cells were first incubated with 100 U/ml IFN-y
for 18 h followed by additional stimulation with IFN-+y, or IFN-y and LPS.
Total RNA was extracted, Northern blot analysis was performed (4), and
cell extracts were prepared for Western blot analyses (B) as described in
Materials and Methods. RNA integrity and loading were assessed by
ethidium bromide staining. Similar results were obtained in at least three
separate experiments.

cells were incubated for 18 h with 100 U/ml IFN-y before the
addition of either 100 U/ml IFN-vy alone or in combination with L.
donovani promastigotes for an additional 8 h. Phagocytic stimu-
lation with L. donovani promastigotes failed to induce COX-2
mRNA accumulation as well as protein synthesis in control RAW
264.7 macrophages (Fig. 4, 4 and B, lane 3) and in the two DN
PKC-a-overexpressing clones (Fig. 4, 4 and B, lane 7 for clone Bl
and /lane 11 for clone C2). Priming with IFN-y had no effect on the
induction of COX-2 expression following phagocytosis of L. do-
novani, as COX-2 mRNA and protein levels induced by IFN-y
alone (Fig. 4, 4 and B, lane 2 for control cells, lane 6 for clone B1,
and /ane 10 for clone C2) were similar to those induced by the
combination of IFN-y and L. donovani (Fig. 4, A and B, lane 4 for
control cells, Jane 8 for clone BI, and lane 12 for clone C2). In
naive BMM, L. donovani evaded the induction of COX-2 expres-
sion (Fig. 5, 4 and B, lane 5), whereas priming with IFN-vy led to
the induction of COX-2 mRNA and protein synthesis by L. dono-
vani promastigotes in BMM (Fig. 5, 4 and B, lane 6).

Effect of DN PKC-a overexpression on PGE, secretion

We compared the ability of control RAW 264.7 cells and clones
B1 and C2 to secrete PGE, in response to either LPS (10 or 100
ng/ml), 100 U/ml IFN-y, or L. donovani. As shown in Fig. 64, in
the presence of 10 ng/ml (N) and 100 ng/ml (M) LPS, control
RAW 264.7 cells as well as DN PKC-a-overexpressing clones Bl
and C2 secreted PGE, in a dose-dependent manner. In contrast to
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FIGURE 4. Effect of DN PKC-a overexpression on COX-2 expression
induced by L. donovani promastigotes. Adherent cells (vector alone, clone
Bl, and clone C2) were incubated in the absence (lanes 1, 5, and 9) or in
the presence of different stimuli, namely, 100 U/ml 1FN-vy (Janes 2, 6, and
10), L. donovani promastigotes (Janes 3, 7, and /1), or a combination of
both (lanes 4, 8, and 12) for 8 h. For priming experiments, cells were first
incubated with 100 U/ml IFN-v for 18 h followed by additional stimulation
with L. donovani and IFN-vy, or IFN-y alone. Total RNA was extracted,
Northern blot analysis was performed (4), and cell extracts were prepared
for Western blot analyses (B) as described in Materials and Methods. RNA
integrity and loading were assessed by ethidium bromide staining. Similar
results were obtained in at least three separate experiments.

COX-2 mRNA and protein levels, overexpression of DN PKC-«
did not affect LPS-induced PGE, secretion by RAW 264.7 cells.
(For 10 ng/ml LPS, p = 0.15 for BI vs control cells, and p = 0.02
for C2 vs control cells, n = 3. For 100 ng/ml LPS, p = 0.103 for
B1 vs control cells, and p = 0.07 for C2 vs control cells, n = 3.)
Data obtained with the specific COX-2 inhibitor NS-398 (5 uM)
(25) confirmed that COX-2 activation is the major pathway re-
sponsible for LPS-stimulated PGE, secretion (Table I). The ob-
servation that valeryl salicylate, a COX-1 inhibitor (26), reduced
LPS-induced PGE, production by 50% suggested a role for
COX-1, although it is possible that COX-2 activity was also in-
hibited at the concentration used (I mM) (Table I). As shown in
Fig. 6B, IFN-vy induced the secretion of minimal PGE, levels in
control RAW 264.7 cells, whereas DN PKC-a-overexpression in-
crcased IFN-y-induced PGE, secretion by 35-fold by clone Bl
(p = 0.005, n = 3) and 70-fold by clone C2 (p = 0.01, n = 3).
Collectively, these results indicated that DN PKC-a overexpres-
sion had no effect on LPS-induced PGE, secretion but strongly
up-regulated IFN-y-induced PGE, secretion. When macrophages
were exposed to a combination of IFN-y and LPS, control RAW
264.7 cells and the DN PKC-a-overexpressing clones Bl and C2
secreted similar PGE, levels (p = 0.04 for B1 vs control cells, and
p = 0.795 for C2 vs control cells, n = 3) (Fig. 6C). As observed
for COX-2 mRNA and protein synthesis, L. donovani promastig-
otes failed to induce PGE, secretion in control RAW 264.7 cells as
well as in DN PKC-a-overexpressing clones Bl and C2 (data not
shown).
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FIGURE 5. COX-2 expression in BMM. BMM were incubated in the
absence (lane 1) or in the presence of different stimuli (Janes 2-6) for 8 h.
For priming experiments, cells were first incubated with 100 U/ml IFN-y
for 18 h followed by 100 ng/ml LPS, L. donovani promastigotes, or 100
U/ml IFN-y. Total RNA was extracted, Northem blot analysis was per-
formed (4), and cell extracts were prepared for Westermn blot analyses (B)
as described in Materials and Methods. RNA integrity and loading were
assessed by ethidium bromide staining. Similar results were obtained in at
least three separate experiments.

Discussion
PGs are important regulatory mediators for the maintenance of
numerous physiological functions and are synthesized by most
mammalian tissues (3, 27). In inflammatory reactions, macro-
phages are the main producers of large quantities of PGE, (10, 28).
COX-2, the inducible COX isoform, has been identified in acti-
vated macrophages and constitutes the key enzyme responsible for
the high production of inflammatory PGs such as PGE, (3, 5, 29).
A role for PKC in the regulation of PG production (possibly by
regulating COX-2 expression) has been suggested after treatment
of macrophages with PKC inhibitors or activators (1, 13). In this
study, we investigated the role of PKC-a in the regulation of
COX-2 expression in macrophages. To this end, we have stably
overexpressed a DN mutant of this isoenzyme in the murine mac-
rophage cell line RAW 264.7 (16). We obtained evidence suggest-
ing that PKC-a activity is important for the modulation of COX-2
expression in macrophages exposed to either LPS or IFN-y.
Previous studies suggested that PKC is involved in the regula-
tion of COX-2 expression. A role for PKC-« in the regulation of
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FIGURE 6. Effect of DN PKC-a on PGE, secretion. Adherent cells
(vector alone, clone Bl, and clone C2) were incubated in the absence or
presence of either 10 ng/ml or 100 ng/ml LPS (4), 100 U/ml IFN-vy (B), or
a combination of 100 U/ml IFN-y and 100 ng/ml LPS (C) for 8 h. Cells
stimulated with IFN-vy were first incubated for 18 h with 100 U/ml IFN-y.
Levels of PGE, in cell supernatants were determined by ELISA as de-
scribed in Materials and Methods. Experiments were performed in tripli-
cate and are representative of results obtained in three separate experi-
ments. *, p < 0.05; **, p < 0.0 as compared with IFN-y-treated control
cells.

zymosan-induced PGE, secretion in mouse peritoneal macro-
phages has been previously proposed based on the selective down-
regulation of PKC isoenzymes and on their differential sensitivities
to pharmacological inhibitors (17). Recently, it has been reported
that overexpression of wild-type PKC-a in mouse epidermis in-
creases phorbol esters-induced expression of specific proinflam-
matory mediators, including COX-2, suggesting that PKC-a plays
a role in cutaneous inflammation (30). Our data obtained with DN
PKC-a-overexpressing clones suggest that this isoenzyme is re-
quired for COX-2 expression in the RAW 264.7 macrophage cell
line. However, the possibility exists that stable overexpression of
the DN PKC-a might have affected basal PKC-a activity levels,
thereby altering the maintenance of normal cellular functions. A
possible consequence of such alterations could be the loss of reg-
ulator(s), which could potentially affect signal transduction path-
ways leading to COX-2 expression. Accordingly, PKC-a would
play a secondary role in LPS-induced COX-2 expression. In con-
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trast, our obscrvation that overexpression of wild-type PKC-« in-
creases LPS-induced COX-2 promoter activity is not consistent
with this possibility and argues in favor of a direct role for PKC-a
(Fig. 2). Thus, our observations further support a role for PKC-a
in the modulation of COX-2 expression in macrophages, and hence
in the regulation of inflammatory responses.

The mechanism by which PKC-a modulates COX-2 expression
remains obscure. One possibility is that PKC-« is required for the
activation of specific transcription factors. In this regard, few stud-
ies have addressed the identity of the transcription factor(s) regu-
lating COX-2 cxpression (31-33). The ubiquitous transcription
factor NF-«B, one of the main mediators of LPS responses (34),
binds to regulatory sequences within the promoter region (—403 to
-395 bp) of both the human and mouse COX-2 genes to regulate
COX-2 expression (35). Because LPS-induced NF-«B activation
takes place normally in DN PKC-a-overexpressing macrophages
(16), it is likely that transcription factor(s) other than NF-«B and
required for LPS-induced COX-2 expression may be defective in
our DN PKC-a overexpressing clones. Consensus binding sites for
NF-IL6 have been identified within the COX-2 promoter region,
and recent evidence indicated that this regulatory sequence is re-
sponsible for the induction of human COX-2 by LPS, through
NF-IL68 (C/EBP&) (33). More recently, it has been established
that although that NF-«B is not required, NF-IL6 is essential for
LPS-induced COX-2 gene expression in RAW 264.7 cells (36).
Further studies will be required to examine whether a defective
activation of NF-IL6 could account for the inhibition of LPS-in-
duced COX-2 expression in the DN PKC-a overexpressing RAW
264.7 macrophages. In this regard, preliminary evidence indicated
that DN PKC-a overexpression inhibited LPS-induced NF-IL6 ac-
tivation in RAW 264.7 cells (F. Chano and A. Descoteaux, un-
published data).

IFN-v is a pleiotropic cytokine that plays a key role in modu-
lating immune and inflammatory responses (37) and regulates sev-
eral macrophage functions (38). Previous studies in human mac-
rophages demonstrated that IFN-y priming is required for the
induction of COX-2 expression following stimulation with either
IFN-y or TNF-a. Moreover, IFN-v, in combination with either
LPS or TNF-a, induced a synergistic increase in the accumulation
of COX-2 mRNA (24). However, this synergistic effect is not uni-
versal, as IFN-y priming down-regulated COX-2 gene transcrip-
tion in response to 1L-183 but not to LPS in human macrophages
(6). Despite these observations, no data exist on the regulation of
COX-2 expression by PKC following stimulation with IFN-v. In
contrast to LPS-induced COX-2 expression, we found that levels
of COX-2 mRNA were significantly enhanced in DN PKC-a-over-
expressing macrophages following a stimulation with IFN-y.
These data suggest that PKC-a negatively modulates COX-2 ex-
pression in response to IFN-y. Two possible mechanisms may ac-
count for these results. First, overexpression of DN PKC-a influ-
ences the transcriptional activity of the COX-2 promoter, possibly
by regulating the activation of IFN-y-induced transcription fac-
tor(s). IFN consensus sequence binding protein (ICSBP), which is
primarily expressed in cells of the macrophage and lymphocytic
lineages, is a member of the IFN regulatory factor family that
binds to a DNA sequence, known as the IFN-stimulated response
element (ISRE), which mediates IFN-vy responsiveness for several
genes (39, 40). ICSBP mRNA levels become elevated in response
to IFN-v, but not IFN-a/B, in macrophage cell lines and in thio-
glycollate-elicited peritoneal macrophages (41). Thus, the selec-
tivity of ICSBP for macrophages and other cells of the immune
system, coupled with its strong inducibility and long half-life in
macrophages, suggests that it could play a critical role in the down-
regulation of macrophage activity after activation by IFN-y (42).
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Table 1. Effect of COX and iNOS inhibitors on LPS-induced PGE, secretion in RAW 264.7 macrophages”
PGE, (pg/ml/ug protein)”
Vector Clone C2
Inhibitors Control LPS Control LPS
None 0.07 + 0.00 12.89 + 091 0.09 £ 0.04 13.58 £ 3.20
NS-398 0.13 £ 0.06 0.08 + 0.04 0.07 = 0.01 0.08 = 0.04
Valeryl salicylate 0.12 £ 0.01 7.61 *1.63 0.16 = 0.07 6.12 £ 0.83
L-NMMA 0.12 £ 0.05 13.20 + 1.34 0.15 = 0.05 14.19 £ 2.12

“ Macrophages (2.5 X 10° per well) were incubated for 15 min in the absence or presence of cither NS-398 (5 um), valcryl
salicylate (1 mM), or L-NMMA (500 um) prior to the addition of 100 ng/ml LPS. PGE, levels in the supe were

after 8 h as described in Materials and Methods.

# Results are expressed in picograms per milliliter PGE, produced per microgram total protein. The values represent the
mean *+ SD of one experiment performed in triplicate samples. Similar results were obtained in a separate experiment.

Recent studies provided evidence that ICSBP can selectively sup-
press the expression of IFN-responsive genes (40). Furthermore,
induction of ICSBP mRNA by IFN-y was found previously to be
inhibited by PKC inhibitors (41). Considering these observations,
it will be of interest to verify the role of ICSBP in IFN-y-induced
COX-2 expression in DN PKC-a overexpressing RAW 264.7 cells
in response to IFN-y. Second, the steady-state levels of COX-2
transcripts are the result of a balance between the rate of gene
transcription and the rate of degradation of the mRNA produced.
The 3’ untranslated region of COX-2 mRNA contains conserved
AUUA repeats also found in other short-lived mRNA species, such
as GM-CSF mRNA (20, 43), that are important in determining
mRNA stability and translation (44, 45). Whether PKC-a activity
negatively regulates the binding of putative cytosolic factors to the
3’ untranslated region of the COX-2 transcripts, and hence influ-
ences COX-2 mRNA stability in IFN-y-stimulated macrophages,
is an hypothesis that will deserve further attention.

L. donovani is an obligate intracellular protozoan that resides
within mononuclear phagocytes of infected mammals (46). A pre-
vious study demonstrated that infection of murine peritoneal mac-
rophages with L. donovani induced specific alterations in COX and
lipoxygenase pathways. This response involved selective increase
of some metabolites, such as PGE, (11). Another study in spleen
cells indicated an ex vivo evidence for increased COX activity
(12). Because LPS- and IFN-y-induced COX-2 expression are
modulated by PKC-« it was of interest to determine whether DN
PKC-a overexpression would influence COX-2 expression during
phagocytosis of L. donovani promastigotes. However, we failed to
detect COX-2 expression in RAW 264.7 cells exposed to L. do-
novani promastigotes. In contrast to RAW 264.7 cells, IFN-vy treat-
ment of BMM before infection with L. donovani promastigotes
allowed the induction of COX-2 expression.

Whereas COX-2 mRNA and protein synthesis were inhibited,
LPS-induced PGE, secretion was normal in DN PKC-a-overex-
pressing macrophages. A recent study reported that secretion of
NO attenuates PGE, production in response to LPS in RAW 264.7
macrophages (47). Moreover, it was shown that NO suppresses the
activity and expression of COX-2 mRNA in LPS-stimulated rat
peritoneal macrophages (48). However, data obtained with the
iNOS inhibitor L-NMMA (Table 1) ruled out the possibility that
our data are related to the low levels of NO secreted by LPS-
stimulated DN PKC-a-overexpressing clones (16). In contrast,
PGE, secretion was increased in DN PKC-a-overexpressing
clones compared with control RAW 264.7 cells in response to
IFN-v.

In summary, we have provided evidence suggesting a role for
PKC-a in the modulation of COX-2 expression in macrophages.
Further knowledge of the mechanism that regulates COX-2 ex-

pression may potentially lead to the development of novel anti-
inflammatory therapics.
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Laurent Beloeil, Martine Tomkowiak, Georgi Angelov, Thierry Walzer, Patrice Dubois, and Jacqueline Marvel. In Vivo
Impact of CpG1826 Oligodeoxynucleotide on CD8 T Cell Primary Responses and Survival. The Journal of Immunology
2003;171:2995-3002.

In Materials and Methods, in the first sentence under the heading Vaccination protocol, an extra T was added to the
5’ end of the CpG1826 scquence. The correct sequence is 5'-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT-3'. The authors wish
to underline that CpG1826 has a phosphorothioate backbone.

Also in this section, in the sccond sentence under the heading CFSE labeling of F5 TCR transgenic cells and adoptive
transfers, there is a mistake in the CFSE concentration. For adoptive transfer, the CFSE concentration used is 7.5 uM
(instcad of 0.75 uM). Under the heading In vivo cytotoxic assays, in the fifth sentence, CFSE concentrations for target
cells are 7.5 uM (pulsed B10) and 0.75 uM (non-pulsed B10), and in the seventh sentence when three targets arc used:
7.5 uM (pulsed B10), 0.94 uM (pulsed B6-Lpr) and 0.14 uM (non-pulsed B10).

Mélanie Giroux, Manucl Schmidt, and Albert Descoteaux. 1IFN-y-Induced MHC Class 11 Expression: Transactivation of
Class 1l Transactivator Promoter 1V by IFN Regulatory Factor-1 is Regulated by Protcin Kinase C-a. The Journal of
Immunology 2003;171:4187-4194.

In Results, the legends for Figures 2 and 3 are inverted. The legend with Figure 2 should have been published with the
image for Figure 3, and vice versa.

Janet A. Willment, llsi-Hsen Lin, Delyth M. Reid, Philip R. Taylor, David L. Williams, Simon Y. C. Wong, Siamon
Gordon, and Gordon D. Brown. Dectin-1 Expression and Function Arc Enhanced on Alternatively Activated and GM-
CSF-Treated Macrophages and Are Negatively Regulated by IL-10, Dexamethasone, and Lipopolysaccharide. The Jour-
nal of Immunology 2003;171:4569—-4573.

The second author’s first name was misspelled. The correct spelling is Hsi-Hsien.
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IFN-vy-Induced MHC Class II Expression: Transactivation of
Class II Transactivator Promoter IV by IFN Regulatory
Factor-1 is Regulated by Protein Kinase C-a

Mélanie Giroux,* Manuel Schmidt,” and Albert Descoteaux?*

Previous studics based on pharmacological evidence suggested a requirement for protein kinase C (PKC) activity in the regulation
of IFN-y-induced MHC class II (MHC-II) expression. In the present study, we investigated the molecular mechanisms by which
PKC-a modulates IFN-y-induced MHC-II expression in the mouse macrophage cell line RAW 264.7. Overexpression of a dom-
inant-negative (DN) mutant of PKC-a inhibited the expression of IFN-y-induced MHC-II but had no effect on IFN-y-induced
STATI nuclear translocation and DNA binding activity, as well as on the expression of inducible NO synthase, IFN consensus
sequence binding protcin, MHC class I, IFN regulatory factor (IRF)-1, and IFN-y-inducible protein-10. Further analysis showed
that IFN-y-induced expression of the MHC class I transactivator (CIITA), a transcriptional coactivator cssential for MHC-1I
expression, was inhibited in DN PKC-a-overexpressing cells. Studies with reporter constructs containing the promoter IV region
of CIITA revealed that overexpression of a constitutively active mutant of PKC-a enhanced IRF-1, but not IRF-2, transcriptional
activity. Furthermore, characterization of IRF-1 from both normal and DN PKC-a-overexpressing cells revealed differences in
IRF-1 posttranslational modifications. Collectively, our data suggest a novel regulatory mechanism for IFN-vy-induced MHC-II
expression, whereby PKC regulates CIITA expression by selectively modulating the transcriptional activity of IRF-1.  The Jour-

nal of Immunology, 2003, 171: 4187-4194.

ajor histocompatibility complex class II (MHC-11)?
M molecules play a pivotal role in the induction and reg-

ulation of immune responses by virtue of their ability
to present peptides derived mainly from processed extracellular
Ags to CD4" Th lymphocytes (1, 2). Although constitutively
present on professional APCs (monocytes/macrophages, B cells,
and dendritic cells), MHC-II expression can be induced in most
cell types and tissues by IFN-vy (1, 3, 4).

The regulation of both constitutive and IFN-y-inducible
MHC-II expression occurs primarily at the transcriptional level.
The signaling cascade leading to MHC-II gene expression in re-
sponse to IFN-vy is initiated by the activation of the protein tyrosine
kinases JAK1 and JAK2 and the subsequent tyrosine phosphory-
lation and dimerization of STATL. Then, STATI dimers translo-
cate to the nucleus where they bind to IFN-y-activated sequence
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(GAS) clements present in the promoters of IFN-y-responsive
genes (5). Such genes include the transcription factor IFN regula-
tory factor (IRF)-1 and the transcriptional coactivator class 11
transactivator (CIITA). IRF-1, which is strongly inducible by
IFN-v, binds promoter sequences known as IFN-stimulated re-
sponsive element (ISRE) (6), and is essential for CIITA induction
by IFN-vy (7). CIITA is a non-DNA binding transcriptional coac-
tivator essential for both constitutive and IFN-vy-inducible MHC-II
expression (8, 9). CIITA gene expression is controlled by the al-
ternative usage of three distinct promoters: constitutive expression
in dendritic cells and B lymphocytes by promoters I and TII, re-
spectively, and TFN-y-inducible expression in other cell types
mainly by promoter IV (10). However, a recent study revealed
that, in macrophages, both type I and type IV CIITA are respon-
sive to IFN-y (11). Although the regulation of type I CIITA re-
mains to be elucidated, IFN-vy inducibility of type IV CIITA is
dependent mainly upon an ISRE, a GAS, and an adjacent E-box,
which bind the transcription factors IRF-1, STATI, and upstream
stimulating factor-1, respectively (12).

Previous studies using protein kinase C (PKC) inhibitors sug-
gested that TFN-y-induced MHC-II expression requires the activa-
tion of PKC in macrophages and astrocytes (13-15). Furthermore,
microinjection of peritoneal macrophages with purified PKC was
sufficient to induce MHC-II expression, suggesting that PKC par-
ticipates in the regulation of MHC-II expression (16). Despite con-
siderable progress having been made concerning the elucidation of
the transcriptional events leading to IFN-y-induced MHC-II ex-
pression, the role of PKC in this process remains poorly under-
stood. At least six isoenzymes of PKC, a family of protein serine/
threonine kinases, are expressed in macrophages, but knowledge
of their respective roles in the regulation of macrophage functions
is limited. Using clones of the RAW 264.7 macrophage cell line
overexpressing a dominant-negative (DN) mutant of PKC-a (DN
PKC-a) (17), we have accumulated evidence that PKC-« is

0022-1767/03/$02.00



4188

involved in the regulation of several macrophage functions, in-
cluding LPS- and IFN-y-induced responses, as well as phagocy-
tosis (17-19). In the present study, we report that PKC-a selec-
tively regulates 1FN-y-induced expression of MHC-11 by
modulating the ability of IRF-1 to transactivate the CIITA pro-
moter 1V. These results suggest that PKC-a participates in the
development of a proper adaptive immune response in
macrophages.

Materials and Methods
Cell lines

The murine macrophage cell line RAW 264.7 transfected with the expres-
sion vector pCIN-4, and the DN PKC-a-overexpressing clones A2, B, and
C2 (17) were cultured in a 37°C incubator with 5% CO, in DMEM with
glutamine (Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada), containing
10% hcat-inactivated FBS (HyClone, Logan, UT), 10 mM HEPES (pH
7.3), antibiotics, and 500 pg/ml G418 (Life Technologies).

Northern blot analyses

Total RNA extraction and Northern blot analyses were performed essen-
tially as described previously (17, 20). The probe for murine MHC-11 (H2-
1A-a; d haplotype) consisted of a 591-bp fragment from the MHC-11 cDNA
amplified by PCR using oligodeoxynucleotides AD-70 (forward) (5'-
GGAATTCTGGGAATCTCAGGTTCCCAGTG-3') and AD-71 (reverse)
(5'-GGAATTCTGAACACCATGCTCAGCCTCTG-3'). The probe for
murine MHC class 1 (MHC-1) (H2-K d) consisted of a 518-bp fragment
from the MHC-1 ¢cDNA amplified by PCR using oligodeoxynucleotides
AD-92 (forward) (5'-GGAATTCGATTACATCGCCCTGAACG-3')
and AD-93 (reverse) (5'-GGAATTCAATTCAAGGACAACCAGAA
CAGCAATG-3’). The probe lor murine IFN-y-inducible protein-10 (IP-
10) was the 500-bp EcoR1 fragment from C7-1 (21) (American Type Cul-
ture Collection, Manassas, VA). The inducible NO synthase (iNOS) probe
was the 817-bp Hincll-EcoRl fragment from piNOSL3 (22) (provided by
D. Radzioch (McGill University, Montreal, Canada)). The probe for mu-
rine IFN consensus sequence binding protein (ICSBP) was the 1.2-kb
EcoRlI fragment from pSK-ICSBP (23) (kindly provided by K. Ozato (Na-
tional Institutes of Health, Bethesda, MD)). The probe for murine IRF-1
consisted of a 207-bp fragment from the IRF-1 ¢cDNA obtained by PCR
amplification using oligodeoxynucleotides AD-134 (forward) (5'-CAGAG
GAAAGAGAGAAAGTCC-3') and AD-135 (reverse) (5'-CACACGGTG
ACAGTGCTGG-3').

RT-PCR

Total RNA was prepared as described previously (17, 20). The relative
quantities of mRNA for CIITA and hypoxanthine guanine phosphoribo-
syltransferase (HPRT) were determined by RT-PCR. For cDNA synthesis,
5 ug of total RNA, 1 ul of oligo(dT) primer (Amersham Pharmacia Bio-
tech, Piscataway, NJ), and RNase-free water were added to a sterile mi-
crocentrifuge tube to obtain a total volume of 14 ul. This reaction mixture
was heated at 70°C for 10 min and placed on ice for | min, and the
following components were added: 2 ul of 10X synthesis buffer (200 mM
Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI, 25 mM MgCl,, and | pg/ul BSA), 1 ul
of 10 mM dNTP mix (Amersham Pharmacia Biotech), 2 ul of 0.1 M DTT,
and | pl of avian myeloblastosis virus reverse transcriptase (20 U/ul; Am-
ersham Pharmacia Biotech). Samples were then incubated at room tem-
perature for 10 min, 42°C for 50 min, and 70°C for 15 min. For PCR,
samples were amplified under the following conditions: 30 s at 94°C, I min
at 50°C, and 1 min at 72°C (30 cycles). After the PCR amplification re-
action, 20 ul of PCR products were analyzed by electrophoresis in a 1.3%
agarose gel. The primers used for CIITA were AD-157 (forward) (5'-
CAAGTCCCTGAAGGATGTGGA-3') and AD-158 (reverse) (5'-
ACGTCCATCACCCGGAGGGAC-3'). The primers used for type I C/ITA
were AD-263 (forward) (5'-AAGAGCTGCTCTCACGGGAAT-3’) and
AD-268 (reverse) (5'-CTCTGCTCCAATGTGCTCCTA-3'). The primers
used for type IV CITA were AD-267 (forward) (5'-ACAGCCACAGC
CGCGACCATA-3’) and AD-268 (reverse) (5'-CTCTGCTCCAATGT
GCTCCTA-3’). The primers used for HPRT were AD-55 (forward) (5'-
GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG-3') and AD-56 (reverse)
(5'-GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC-3').

Western blot analyses

Western blot analyses were performed as described previously (17). Rabbit
polyclonal antisera against IRF-1 and IRF-2 were purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

PKC-a MODULATES IFN-y-INDUCED MHC-II EXPRESSION

Plasmids

For the dual luciferase assays, the upstrcam 377 bp of the type 1V promoter
of CIITA was PCR amplified and cloned into the pGL3-basic firefly lu-
ciferase reporter vector (Promega, Madison, WI). The two putative tran-
scription factors binding sites, ISRE and GAS, were mutated as described
previously (24). The GAS clement was changed from TTCTGAGAAA to
TAGTGAGAAA, and the ISRE motif was changed from GAAAGT
GAAAGG to GAAAGTGGTGGG. Mousc IRF-2 expression vector was
constructed as described (25). The primers used for PCR amplification of
IRF-1 were as follows: forward, 5'-CGGATCCCTCCGGCACCCTCT
GCGA-3', and reverse, 5'-GAATTCCGGAGGGAGACAAGAACGGGT
CAGA-3'; and the IRF-1 product was then inserted into pcDNA3 (BamHI1/
EcoR1) (Invitrogen, NV Leck, The Netherlands). The constitutively active
(CA) PKC-a expression vector was provided by Dr. G. Baier (University
of Innsbruck, Innsbruck, Austria). The pRL-TK plasmid encoding the Re-
nilla luciferase was Irom Promega. pRcCMV was obtained from
Invitrogen.

Transient transfections

Adherent cells (2.5 X 10%/well) were transfected using Fugene (Roche
Diagnostics, Laval, Quebec, Canada) with 0.3 g of the CIITA luciferase
reporter construct, and various combinations of pRcCMV, CA PKC-a,
IRF-1, and IRF-2 expression vector, as indicated in Results, for a total of
0.7 pg. All transfections included 0.15 pg of pRL-TK (Promega) to control
for translection efficiency. Cells were transfected with 100 ul of DNA/
Fugene mix in | ml of medium lor 6 h, and then fresh medium containing
5% heat-inactivated FBS was added. Cells were treated 18 h later with 100
U/ml IFN-vy for 8 h and 30 min, and lysed in Reporter lysis buffer (Pro-
mega). Firefly and Renilla luciferase values were obtained by analyzing 20
wl of cell extracts with the Dual Lucilerase kit (Promega) using a Lumat
LB 9507 luminometer (EG & G Berthold, Nashua, NH). Statistically sig-
nilicant diflerences were identified using unpaired Student’s 7 test. Values
of p = 0.05 were considered statistically significant.

Nuclear extracts and EMSA

Adherent cells (8 X 10%100-mm tissue culture dish) were stimulated with
100 U/ml IEN-+ for the indicated time points, washed, and scraped into 1.5
ml of cold PBS. Cell suspensions were transferred into microcentrifuge
tubes, pelleted, and the nuclear protein extracts were prepared essentially
as described (25). Protein contents were determined using the BCA protein
assay kit (Pierce, Rockford, IL) and the extracts were stored at —70°C.
EMSA were performed using the following oligonucleotides. CIITA-IRF-1
consensus oligonucleotide (5'-GGTGTAGACAGAAAGTGAAAGGGG
GAAAAGCGCCACAGA-3') corresponds to the type IV CIITA promoter
sequence —81 to —43 (10, 12). The GAS probe (5'-AGCCATTTCCAG
GAATCGAAA-3') was derived from the Mg2l promoter sequence and
contains a GAS site identical with the optimum GAS sequence (TTCCS
GGAA) for STAT-1 binding (26). *?P-Labeled CIITA-IRF-1 oligonucle-
otide was incubated with 10 ug of nuclear extracts for 30 min at room
temperature in a volume of 20 pl containing 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl,,
1 mM EDTA, | mM DTT, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 12% glycerol, | ug
of salmon sperm DNA, and 1 g of poly(dl:dC). **P-Labeled GAS probe
was incubated with 5 ug of nuclear extracts for 20 min at room temperature
in a volume of 20 ul containing 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl,
50 mM DTT, 5 mM MgCl,, 10% glycerol, 0.2% Nonidet P-40, and 1 ng
of poly(dl:dC). The CIITA-IRF-1-protein or GAS-protein complexes were
separated from free oligonucleotides by electrophoresis under nondenatur-
ing conditions in a 6% polyacrylamide gel at 250 V in 1X TGE (50 mM
Tris-HCI, 380 mM glycine, and 2 mM EDTA) and in a 5% polyacrylamide
gel at 180 V in 0.5X TBE (44.5 mM Tris-HCI, 44.5 mM borate (pH 8.0),
and 1 mM EDTA), respectively. The gels were exposed to a phosphor
screen that was scanned on a Phosphorlmager (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA).

Immunoprecipitations and immunoblotting

Adherent cells (8 X 10%100-mm tissue culture dish) were stimulated with
100 U/ml IEN-v for the indicated time points. Cells were washed once with
PBS, homogenized in lysis buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM
EGTA, and 1% Triton X-100) containing protease and phosphatase inhib-
itors, and protein concentrations were determined using the BCA protein
assay kit (Pierce). Immunoprecipitations and immunoblottings were per-
formed as described previously (19). Anti-STAT]1 or anti-JAK2 Abs were
obtained from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Tyrosine phos-
phorylation was analyzed using the mouse anti-phosphotyrosine mAb
(4G10).
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In vivo phosphorylation of IRF-1

Adherent RAW 264.7 cells (1 X 107/100-mm tissuc culture dish) were
incubated for 2 h in 3 ml of phosphate-free DMEM with glutamine (Life
Technologies) supplemented with 0.5 mCi/ml *2Pi (Amersham Bio-
sciences, Baic d'Urfé, Quebec, Canada) before the addition of 100 U/ml
IFN-7 for the indicated time points. Cells were then washed with ice-cold
PBS and homogenized in immunoprecipitation buffer containing protease
and phosphatasc inhibitors. Total extracts were immunoprecipitated as de-
scribed previously (19) and separated on 10% SDS-PAGE. The gels were
exposed to a phosphor screen that was scanned on a Phosphorlmager (Mo-
lecular Dynamics) to determine 1RF-1 phosphorylation.

Two-dimensional gel electrophoresis

Preparation of cell extracts and immunoprecipitation were perlormed as
described previously (19). Anti-IRF-1 Abs used for immunoprecipitation
were from Santa Cruz Biotechnology. Solubilization of proteins was per-
formed in a buffer containing 8 M urea, 2 M thiourea, 4% 3-[(3-cholami-
dopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate, 40 mM dithioerythritol,
20 mM Tris-HCI, 2% immobilized pH gradient buffer (Amersham Bio-
sciences), and 0.5 ul of bromophenol blue (0.5%). Proteins were first sep-
arated according to their isoelectrical point along 7-cm linear immobilized
pH gradient sirips (Amersham Biosciences) using IPGphor Isoclectric Fo-
cusing system (Amersham Pharmacia Biotech). The strips were then cquil-
ibrated in a solution containing 13 mM dithiocrythritol for 10 min, fol-
lowed by a solution containing 2.5% iodoacctamide for 5 min. The proteins
were finally separated according to their molecular mass using 10% SDS-
PAGE, transferred on Hybond-ECL membranes, and detected by Western
blot analysis using anti-IRF-1 Abs (Santa Cruz Biotechnology).

Translocation of PKC-a

Adherent RAW 264.7 cells were transfected using Gene Porter (Gene
Therapy Systems, San Dicgo, CA) with 0.6 pg of the human (h)PKC-a-
GFP construct (provided by C. Quittau-Prévostel (Institut National de la
Santé et de la Recherche Médicale, Montpellier, France)). Cells were
secded (1 X 10%well) in 24-well plates containing microscope coverslips
(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) for 1 day, transfected with 250 ul of
DNA/Gene Porter mix for 5 h, and further incubated in medium for 18 h.
Cells were then stimulated for 2 h with 100 U/ml IFN-v, fixed with 2%
formaldehyde, permeabilized with ice-cold PBS containing 0.1% Triton
X-100 and 1% BSA for 10 min at room temperature, and then incubated
with Alexa Fluor 568 phalloidin (Molecular Probes, Eugene, OR). Cover-
slips were washed six times with PBS and mounted with Fluoromount-G
(Interscience, Markham, Ontario, Canada). Analyses were performed using
a Bio-Rad Radiance 2000 confocal imaging system (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) installed on an Eclipse E800 microscope (Nikon, Melville,
NY). Phalloidin fluorescence and translocation of PKC-a-GFP were ana-
lyzed using an argon/krypton laser at 568 and 488 nm, respectively, both
with a Plan Apo Nikon 60X (numerical aperture, 1.4) oil immersion lens.
At least 20-30 cells from each of two independent experiments were ex-
amined under each experimental condition. Images were acquired in the
normal scanning mode with a Kalman filter of 10 using the LaserSharp
software (Bio-Rad Laboratories).

Interaction benween PKC-a and IRF-1

293T cells were grown to 75-85% confluence in 100-mm tissue culture
dish. Cells were transfected with 15 ug of IRF-1 expression vector, and
either 15 ug of pReCMV or CA PKC-a expression vector using the cal-
cium phosphate coprecipitation technique. Plasmid DNA and water were
mixed to a total volume of 450 ul, and 50 ul of 2.5 M CaCl, was added.
The calcium/DNA solution was mixed quickly with 500 ul of HeBS (2X)
buffer (140 mM NaCl, 1.5 mM Na,HPO,, and 50 mM HEPES (pH 7.05)),
and the precipitate was immediately added to the dishes. Cells were trans-
fected 8 h at 37°C, washed twice with methionine-free DMEM with glu-
tamine (Life Technologies), and then incubated for 16 h in methionine-free
DMEM with glutamine supplemented with 0.2 mCi/ml [**S}methionine
(Amersham Biosciences). After the labeling period, cells were washed with
ice-cold PBS and then homogenized in lysis buffer (100 mM NaCl, 50 mM
HEPES (pH 7.4), and 0.2% Triton X-100) containing protease and phos-
phatase inhibitors. Total cell extracts were subjected to immunoprecipita-
tion as described previously (19) with Abs to IRF-1 (Santa Cruz Biotech-
nology) and to PKC-a (Santa Cruz Biotechnology). The IRF-1
immunoprecipitate was denatured by a treatment of 5 min at room tem-
perature and 5 min at 95°C in 50 ul of elution buffer (1% SDS, 100 mM
Tris-HCI (pH 7.4), and 10 mM DTT), and 10 ul of 10% BSA was added.
Samples were then diluted in | ml with lysis buffer containing 10 mM
iodoacetamide and cleared by centrifugation, and the second immunopre-
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cipitation was perlormed with anti-IRF-1 and anti-PKC-« Abs. Proteins
were analyzed on 10% SDS-PAGE, and dried gels were exposed to a
phosphor screen that was scanned on a Phosphorlmager (Molecular
Dynamics).

Results
DN PKC-a overexpression selectively inhibits IFN-y-induced
MHC-II mRNA accumulation

Using clones of the mouse macrophage cell lines overexpressing a
DN PKC-«, we previously obtained evidence for the involvement
of PKC-a in the modulation of 1FN-vy-induced COX-2 expression
in macrophages (18). To further investigate the role of PKC-« in
the modulation of IFN-y-induced responses, we first determined
whether IFN-vy alters the intracellular localization of PKC-a. To
this end, we transiently transfected RAW 264.7 cells with a PKC-
a-GFP expression vector. Incubation in the presence of 100 U/ml
IFN-v induced the translocation of PKC-a-GFP from the cyto-
plasm to the nucleus within 2 h (Fig. 14). We next compared the
expression of several genes in normal RAW 264.7 cells (trans-
fected with the empty vector) and in DN PKC-a-overexpressing
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FIGURE 1. Effect of DN PKC-a overexpression on IFN-y-induced
MHC-II mRNA accumulation. A, Adherent RAW 264.7 cells were trans-
fected with hPKC-a-GFP, incubated with 100 U/ml IFN-+y for 2 h, and
prepared for confocal microscopy as described in Materials and Methods.
hPKC-a-GFP is located in the cytoplasm of unstimulated cells and under-
goes nuclear translocation following activation with 100 U/ml IFN-y. Sim-
ilar results were obtained in two separate experiments. B, Adherent cells
(vector alone, clone BI, and clone C2) were incubated in the absence
(lanes 1, 4, and 7) or in the presence of either 100 U/ml IFN-y (lanes 2, 5,
and 8) or a combination of 100 U/ml IFN-y and 100 ng/ml LPS (lanes 3,
6, and 9) for 8 h. For priming experiments, cells were first incubated with
100 U/ml IFN-v for 18 h followed by additional stimulation with IFN-y, or
IFN-v and LPS. Total RNA was extracted, and Northern blot analysis was
performed as described in Materials and Methods. Similar results were
obtained in at least three separate experiments.
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clones (Bl and C2) (17) after stimulation with 100 U/ml IFN-y
alone or in combination with 100 ng/ml LPS. MHC-11 mRNA
accumulation was completely abrogated in DN PKC-a-overex-
pressing clones B1 and C2 (Fig. 18, lanes 5 and 8) compared with
the levels observed in normal cells (lane 2). 1t has been demon-
strated that LPS down-modulates the accumulation of la mRNA
induced by IFN-vy (27, 28). Accumulation of MHC-I1 mRNA de-
creased in normal RAW 264.7 macrophages in response to a com-
bination of IFN-y and LPS (Fig. 1B, lane 3) compared with the
levels observed for IFN-y-induced mRNA in control cells (lane 2).
Consistent with the inhibition of IFN-y-induced MHC-11 mRNA
accumulation, DN PKC-a-overexpressing clones Bt and C2 failed
to expressed MHC-11 mRNA in response to LPS and 1FN-vy (Fig.
1B, lanes 6 and 9). The inhibitory effect of DN PKC-a on IFN-
v-induced MHC-1I expression was not the consequence of a gen-
eral defect in IFN-y-induced responses, because the expression of
several other IFN-vy-inducible genes (iNOS, ICSBP, IRF-1,
MHC-1, and IP-10) was not affected by DN PKC-a (Fig. 1B, lanes
2, 5, and 8). Furthermore, IFN-vy-induced tyrosine phosphorylation
on STATI and JAK2 (Fig. 24) as well as the kinetics of STATI
nuclear translocation and DNA binding activity (B) were normal in
DN PKC-a-overexpressing cells. Collectively, these data indicated
that DN PKC-a selectively inhibits 1FN-y-induced MHC-11
mRNA accumulation, downstream of STATI activation.

PKC-a modulates IFN-y-induced type IV CIITA expression

CHTA is a master regulator of both inducible and constitutive
MHC-1I expression (7, 9). To elucidate the mechanism by which
DN PKC-« inhibits IFN-y-induced MHC-11 expression, we com-
pared the accumulation of total CHITA mRNA in normal RAW
264.7 cells and in DN PKC-a-overexpressing clones Bl and C2
after stimulation with 100 U/ml IFN-v. In normal RAW 264.7
cells, IFN-vy induced the expression of total CIITA mRNA in a
time-dependent manner (Fig. 3A, lanes I-4). In contrast, IFN-y-
induced total CIITA mRNA levels were barely detectable in DN
PKC-a-overexpressing clone Bl and C2 (Fig. 3A, lanes 5-12).
Thus, similar to IFN-y-induced MHC-II expression, DN PKC-«
overexpression inhibited IFN-y-induced C/ITA gene expression in
RAW 264.7 macrophages. These results raised the possibility that
PKC-a modulates IFN-y-induced MHC-1I gene expression by reg-
ulating CIITA expression. In macrophages, CIITA IFN-vy-induc-
ible expression is mainly regulated by promoters I and IV (10, 11,
29). In IFN-vy-stimulated RAW 264.7 cells, type IV CIITA was
induced earlier and more abundantly than type I CIITA (Fig. 3B,
lanes 2 and 3). Overexpression of DN PKC-« strongly inhibited
IFN-y-induced type IV CIITA mRNA accumulation and slightly
reduced IFN-y-induced type I CIITA mRNA (Fig. 3B, lanes 5 and
6), suggesting that PKC-a modulates IFN-y-induced type IV CI-
ITA expression. To further address the role of PKC-« in the in-
duction of type IV CIITA expression, we transiently transfected
RAW 264.7 cells with a CA PKC-a expression vector and a type
IV CIITA promoter reporter construct. Expression of CA PKC-«
had no significant effect on basal CIITA promoter IV activity in
untreated RAW 264.7 cells (Fig. 3C). In contrast, CA PKC-a sig-
nificantly increased IFN-vy-stimulated CIITA promoter IV activity
by ~1.6-fold (Fig. 3C; p = 0.005; n = 3) with respect to cells
transfected with the control vector. Similar results were obtained
with a wild-type PKC-a expression vector (data not shown). These
data are consistent with PKC-a playing a role in modulating type
IV CIITA expression in IFN-y-stimulated macrophages. To deter-
mine the influence of PKC-« on the various promoter 1V elements,
we transiently transfected RAW 264.7 cells with the CA PKC-«
expression vector and reporter constructs containing either the
GAS-mutated or the ISRE-mutated promoter IV region. As previ-
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FIGURE 2. PKC-a modulates IFN-y-induced CIITA transcriptional ac-
tivity. A, Adherent cells (vector alone, clone B1, and clone C2) were in-
cubated in the presence of 100 U/ml IFN-v for the indicated time points.
Total RNA was extracted and subjected to RT-PCR with specific primers
for CHITA and HPRT. B, Adherent cells (vector alone and clone C2) were
incubated in the presence of 100 U/ml IFN-vy for the indicated time points.
Total RNA was extracted and subjected to RT-PCR with specific primers
for type I and type 1V CIITA and HPRT. C, Adherent RAW 264.7 cells
were transiently transfected with the luciferase reporter vectors containing
the normal, the GAS-mutated, and the ISRE-mutated type IV CIITA pro-
moter region and the pRL-TK for 6 h along with either the control vector
(pPRcCMV) or the CA PKC-a (A25E) expression vector. Cells were incu-
bated for 18 h and then stimulated with 100 U/ml IFN-+ for 8 h and 30 min.
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. *, p =< 0.05 as compared
with untreated or IFN-y-treated cells transfected with control vector.

ously shown (12), we observed that both GAS and ISRE elements
were important for promoter IV activity in untreated as well as in
IFN-vy-stimulated RAW 264.7 cells (Fig. 3C). In untreated cells,
CA PKC-a significantly increased basal activity of promoter 1V
containing the GAS-mutated region by ~1.7-fold (Fig. 3C; p =
0.005; n = 3) with respect to cells transfected with the control
vector. In IFN-y-treated cells, CA PKC-« significantly increased
promoter activity of promoter IV containing the GAS-mutated re-
gion by ~2-fold (Fig. 3C; p = 0.002; n = 3) with respect to cells
transfected with the control vector. But intriguingly, the construct
containing the ISRE-mutated region was less induced by CA
PKC-a in untreated and in IFN-y-treated cells. We obtained sim-
ilar results with cells transfected with a wild-type PKC-a expres-
sion vector (data not shown). These results suggested that PKC-«
might modulate the activity of ISRE-binding and IFN-y-activated
factors to stimulate type IV CIITA promoter. These transcription
factors may be IRF-1 or IRF-2
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FIGURE 3. Effect of DN PKC-a overexpression on IFN-y-induced ac-
tivation of the JAK-STAT pathway. Adherent cells (vector alone, clone B1,
and clone C2) were incubated in the presence of 100 U/ml IFN-y for the
indicated time points. A, Total cell extracts were subjected to immunopre-
cipitation with anti-STAT1 and anti-JAK2 Abs, and then the levels of
tyrosine phosphorylation were determined by Western blot analysis with
anti-phosphotyrosine (4G10) mAb as described in Materials and Methods.
B, Nuclear extracts were prepared, and EMSA for STATI were performed
as described in Materials and Methods. In lane 13, 100-fold excess cold
probe was coincubated with the reaction mixture containing nuclear ex-
tracts from control cells incubated with 100 U/ml IFN-v for 15 min before
EMSA. Similar results were obtained in three different experiments.

Expression and DNA binding activity of IRF-1 and IRF-2 are
normal in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells

Because both IRF-1 and IRF-2 are involved in IFN-y-induced CI-
ITA expression (7, 30), we have determined whether expression of
these proteins was affected by DN PKC-a. In both control RAW
264.7 cells (Fig. 4A, lanes I1-4) and DN PKC-a overexpressing
cells (clone BI, lanes 5-8; clone C2, lanes 9-12), IRF-1 was
equally induced by IFN-v. Similarly, IRF-2 was constitutively ex-
pressed to similar levels in control cells (Fig. 4A, lanes 1-4) as
well as in DN PKC-a-overexpressing clones Bl (lanes 5-8) and
C2 (lanes 9-12). In addition, the kinetics of IRF-1 nuclear trans-
location and DNA binding activity were similar in IFN-vy-stimu-
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FIGURE 4. Expression and DNA binding activity of IRF-1/2 are nor-
mal in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells. A, Adherent cells
(vector alone, clone Bl, and clone C2) were incubated in the presence of
100 U/ml IFN-v for the indicated time points. Cell extracts were prepared
for Western blot analyses as described in Materials and Methods. B, Ad-
herent cells (vector alone, clone A2, clone BI, and clone C2) were incu-
bated in the presence of 100 U/ml IFN-y for 1 and 8 h. Nuclear extracts
were prepared, and EMSA for IRF-1 were performed as described in Ma-
terials and Methods. In lane 13, 100-fold excess cold probe was coincu-
bated with the reaction mixture containing nuclear extracts from control
cells incubated with 100 U/ml IFN-+y for | h before EMSA. Similar results
were obtained in three different experiments.

lated control cells and DN PKC-a-overexpressing clones C2 (Fig.
4B). We obtained similar data with DN PKC-a-overexpressing
clones Bl and A2 (data not shown). Supershift experiments, using
Abs to IRF-1 and IRF-2, revealed that IRF-1 was the major factor
bound to the IRF element in the CIITA promoter IV (data not
shown). Collectively, these results indicated that IFN-y-induced
IRF-1 expression and DNA binding activity, as well as IRF-2
expression, are not affected by DN PKC-a.

PKC-a increases IFN-y-induced transactivating activity of
IRF-1, but not IRF-2

To investigate the role of PKC-a in IFN-y-induced activation of
IRF-1 or IRF-2, we transiently transfected RAW 264.7 cells with
CA PKC-a, IRF-1, or IRF-2 expression vectors, or a combination
of CA PKC-a and IRF-1 or IRF-2 expression vectors along with
the CIITA promoter IV reporter construct. As previously reported
(30), we observed that expression of both IRF-1 and IRF-2 in-
creased basal and IFN-y-induced promoter IV activity. In un-
treated RAW 264.7 cells, basal promoter 1V activity was signifi-
cantly increased by 4.2-fold with the IRF-1 expression vector (Fig.
5; p < 0.0001; n = 3) and by 3.9-fold with IRF-2 expression
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FIGURE 5. Overexpression of PKC-« increases IFN-y-induced trans-
activation activity of IRF-1 but not IRF-2. Adhcrent RAW 264.7 cclls were
transiently transfected with the CHITA promoter-1V/Luc reporter construct
and pRL-TK for 6 h along with cither the control vector (pRcCMV), the
CA PKC-a (A25E) expression vector, and/or the IRF-1 or IRF-2 expres-
sion vector. Cells were incubated for 18 h and then stimulated with 100
U/ml IFN-vy for 8 h and 30 min. Firefly and Renilla luciferase activities
were determined in cell extracts. Data are expressed as a ratio of firefly
luciferase value/Renilla lucilerase value. Experiments were performed in
triplicate and arc representative of results obtained in threc scparate ex-
periments. *, p = 0.05 as compared with untreated or IFN-vy-treated cells
transfected with control vector. **, p = 0.05 as compared with untreated
or IFN-y-treated cells transfected with IRF-1 expression vector.

vector (Fig. 5; p < 0.0001; n = 3) with respect to cells transfected
with the control vector. In IFN-y-treated RAW 264.7 cells, pro-
moter IV activity was increased by 2.1-fold with the IRF-] ex-
pression vector (Fig. 5; p < 0.0001; n = 3) and by 1.8-fold with
the IRF-2 expression vector (Fig. 5; p = 0.004; n = 3) with respect
to cells transfected with the control vector. Cotransfection of CA
PKC-a with IRF-1 had a significant effect on IRF-1-transactivating
activity, further increasing type promoter IV activity in untreated
cells by 2-fold (Fig. 5; p < 0.0001; n = 3) and in [FN-y-treated
cells by 1.4-fold (Fig. 5; p = 0.03; n = 3) with respect to cells
transfected with the IRF-1 expression vector. In contrast, CA
PKC-a had no effect on IRF-2-dependent basal (Fig. 5; p = 0.324;
n = 3) and IFN-y-induced (Fig. 5; p = 0.843; n = 3) promoter IV
activity. These data indicate that PKC-a modulates IRF-1- but not
IRF-2-transactivating activity to induce CIITA promoter IV
transcription.

Effect of DN PKC-a overexpression on the modulation of
IFN-v-induced IRF-1 posttranslational modifications

Both IRF-1 and IRF-2 undergo posttranslational modifications
such as phosphorylation and acetylation (31-35). To assess the
impact of PKC-a on IRF-1 posttranslational modifications, we first
compared the phosphorylation of IRF-1 in IFN-y-treated normal
RAW 264.7 cells and DN PKC-a-overexpressing cells. As shown
in Fig. 6A, there were no detectable differences in the kinetics and
levels of IRF-1 phosphorylation in these cells. However, two-di-
mensional gel electrophoresis analysis revealed that the migration
in a pH gradient of IRF-1 from DN PKC-a-overexpressing cells
was delayed with respect to the migration of IRF-1 from normal
RAW 264.7 cells (Fig. 6B). To determine whether IRF-1 and

PKC-a MODULATES IFN-y-INDUCED MHC-II EXPRESSION

A Vector DN PKC-a
0 1 2 0 1 2
1 2 3 4 5 6

e e w 32p.|RF-1

IFN-y (h)

IRF-1 ~ lgG
9y .". a8 Vector

¥ 100 U/mi
PNy Th

- DN PKC-
' 100 U/ml
IFN-Y ih

IRF-1 IRF-1 4+ PKC-a
C 1 2 3 4 5 6 7 8
e ey =

PKC-a

IRF-1

IP: |RF-1 PKC-a¢ IRF-1 PKC-a

FIGURE 6. Role of PKC-« in the modulation of 1FN-y-induced IRF-1
posttranslational modifications. A, Adherent cells (vector alone and clone
C2) were incubated in 'uPi-containing medium for 2 h before the addition
of 100 U/ml IFN-v for the indicated time points. Immunoprecipitation of
IRF-1 was carried as described in Muterials and Methods. B, Adherent
cells (vector alone and clone C2) were treated with 100 U/ml IFN-v for | h.
Total cell lysates were immunoprecipitated with anti-IRF-1 Abs, and two-
dimensional gel electrophoresis was performed as described in Materials
and Methods. 1EF, Isoelectric focusing. C, 293T cells were transiently
transfected with an IRF-1 expression vector, together with either pPRecCMV
or a CA PKC-a expression vector for 8 h, followed by an incubation in
[**SImethionine-containing medium for 16 h. Total cell extracts were pre-
pared as described in Marterials and Methods and subjected to immuno-
precipitation with anti-IRF-1 (lanes I and 5) and anti-PKC-a (lanes 4 and
8) Abs. The IRF-1 immunoprecipitate was denatured as described in Ma-
terials and Methods. Afier dilution with lysis buffer, aliquots were sub-
jected to reprecipitation with Abs to IRF-1 (lanes 2 and 6) and PKC-a
(lunes 3 and 7). Proteins were resolved on a 7.5% SDS-PAGE, and the gel
was dried and exposed on a phosphor screen that was scanned on a Phos-
phorlmager. The presence PKC-a in lune 7 indicates that it was copre-
cipitated with IRF-1. The amount of IRF-1 immunoprecipitate loaded in
lanes 1 and 5 represents one-tenth of the total sample. Data shown are
representative of three independent experiments.

PKC-a directly interact, we performed an immunoprecipitation-
recapture assay. The observation that PKC-a was recaptured from
IRF-1 immunoprecipitate in 293T cells transfected with both
IRF-1 and CA PKC-a expression vectors (Fig. 6C, lane 7) sug-
gested that both proteins interact in vivo. The specificity of the
interaction was evidenced by the absence of bands corresponding
to PKC-a in IRF-] immunoprecipitate from cells transfected only
with the IRF-1 expression vector (Fig. 6C, lane 3).

Discussion

Previous studies based on pharmocological agents suggested that
PKC participates in IFN-y-induced MHC-II expression in various
cell types, including macrophages (13, 14, 36, 37). Our data ob-
tained with DN PKC-a-overexpressing cells revealed a role for
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PKC-a in the regulation of MHC-II expression in IFN-y-treated
RAW 264.7 macrophages. Significantly, overexpression of DN
PKC-a had no eflect on IFN-y-induced expression of several un-
related genes (iNOS, IRF-1, IP-10, ICSBP, and MHC-I), support-
ing the notion that PKC-« selectively modulates IFN-y-induced
responses.

The inhibition of IFN-y-induced CIITA mRNA accumulation
observed in DN PKC-a-overexpressing cells indicated that PKC-«
regulates MHC II expression at the level of CIITA expression.
This role for PKC-a was further substantiated by the fact that
expression of a CA PKC-« significantly increased IFN-y-induced
CHTA promoter 1V activity in transient transfection assays. Dis-
section of the IFN-y-induced signaling cascade leading to ClITA
expression revealed that kinetics and extent of tyrosine phosphor-
ylation of both STATI and JAK2 were similar in control RAW
264.7 cells and in DN PKC-a-overexpressing cells. Furthermore,
nuclear translocation and DNA-binding activity of STATI took
place normally in DN PKC-a-overexpressing cells. These data in-
dicated that the inhibitory effect of DN PKC-« on IFN-y-induced
CIITA expression may be downstream of these early signaling
events. This was expected because IFN-y-induced expression of
iNOS, MHC 1, ICSBP, and IRF-1 was normal in DN PKC-a-
overexpressing RAW 264.7 cells. The observation that DN PKC-«
had no effect on both the IFN-y-induced IRF-1 expression and
IRF-1 DNA binding activity raised the possibility that PKC-a
modulates IRF-1-transactivating capacity. Indeed, expression of a
CA PKC-a enhanced the ability of IRF-1, but not IRF-2, to trans-
activate CHITA promoter 1V in both unstimulated and IFN-vy-
treated RAW 264.7 cells, thereby strongly supporting this view.
Although the underlying mechanism is presently unknown, there is
growing evidence that phosphorylation is important for IRF-1
function (31, 38). The possibility that PKC-a participates to post-
translational modifications of IRF-1 is supported by the finding
that the IRF-1 protein complex is more basic in DN PKC-a-over-
expressing cells than in control cells and by the observation of a
direct interaction between PKC-a and IRF-1. Mutation analysis of
serine and threonine residues potentially phosphorylated by PKC
will be required to elucidate the mechanism by which PKC-a mod-
ulates IRF-1 activity.

Studies with cells from mice with a targeted disruption of the
IRF-1 gene established that IRF-1 is essential for IFN-y-induced
expression of a number of genes including CITA, iNOS, and
MHC-I (7, 39-41). The observation that IFN-y-induced expres-
sion of iNOS and MHC-I was normal in DN PKC-a-overexpress-
ing cells suggests that PKC-a-mediated modulation of IRF-1 ac-
tivity may not be required for the transactivation of all IRF-1-
dependent promoters but rather that this requirement is limited to
a subset of promoters. The expression of a given gene depends on
the simultaneous interactions of a specific combination of regula-
tory proteins within the control DNA elements, leading to the as-
sembly of nucleoprotein structures termed enhanceosomes (42,
43). It is possible that, in the context of CIITA promoter IV, PKC-
a-dependent posttranslational modification(s) of IRF-1 may be re-
quired for the stability of the enhanceosome or for the presentation
of a specific activation surface. Whole genome expression analysis
in DN PKC-a-overexpressing RAW 264.7 cells may identify
genes other than CIITA whose expression requires PKC-a-depen-
dent modulation of IRF-]-transactivating activity.

The inhibition of IFN-y-mediated induction of CIITA and MHC
II expression by DN PKC-« indicates that PKC-« activation is an
important event in IFN-y-induced expression of these genes in
RAW 264.7 macrophages. However, the mechanism by which
PKC-a is activated in IFN-y-treated macrophages remains to be
established. PKC-« is activated by diacylglycerol which can be

4193

generated through different pathways, including the activation of
phospholipase C. In the human epithelial cell line NCI-H292, IFN-
v-induced ICAM-1 expression involves a c-Src lyrosine kinase
activation pathway in which phospholipase C-y2 and PKC-« play
an important role (44). Additional studies will be required to de-
termine whether a similar pathway is involved in the activation of
PKC-« in IFN-y-treated macrophages.

The JAK-STAT signaling pathway plays a central role in IFN-
y-induced responses (5). Recent evidence indicate that members of
the PKC family are required for proper function and fine tuning of
this pathway. Hence, PKC-8 mediates serine phosphorylation of
STAT to facilitate transcription of IFN-y-stimulated genes (45),
whereas PKC-e is required for optimal JAK-mediated STATI ty-
rosine phosphorylation (46). This suggests that both PKC-8 and
PKC-¢ have a broad impact on 1FN-y responses. In contrast,
PKC-a acts further downstream by modulating the transcriptional
activity of IRF-1 in the context of CIITA promoter 1V. In this
respect, PKC-a appears to exert a narrower influence than PKC-6
and PKC-e in the regulation of 1FN-y-induced responses. Collec-
tively, these data support the view that PKC isoenzymes modulate
specific signaling and transcriptional events in 1FN-vy-stimulated
cells.
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