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Résumé

L’interleukine-15 (IL-15) est une cytokine pro-inflammatoire pouvant activer les
fonctions des neutrophiles grice aux trois chaines du récepteur a I’IL-15 présentes a leur
surface, c’est-a-dire I'IL-15Ra, I’'IL-2/15RB (CD122) et la chaine commune yc (CD132)
partagée par le récepteur de I'IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21. L’IL-15 retarde
également leur apoptose spontanée par un mécanisme encore non élucidé.
L’interleukine-21 (IL-21), quant a elle, est une cytokine récemment découverte dont la
séquence primaire s’apparente a I’IL-15. L’IL-21 active plusieurs types cellulaires suite a
sa liaison & son récepteur composé d’une chaine spécifique IL-21Ra et de CD132.
Aucune étude n’a toutefois démontré la présence de I’'IL-21Ro a la surface des
neutrophiles, ni un effet de cette cytokine sur leurs fonctions. Des concentrations élevées
d’IL-15 et d’IL-21 ont été détectées chez des patients atteints de ’arthrite rhumatoide et
de la sarcoidose, maladies ou le neutrophile joue un réle important dans la destruction
tissulaire. Ceci suggére une implication de I'IL-15 et de I’IL-21 dans I’activation

inappropriée des neutrophiles et le développement de ces maladies.

Le but de ce travail était d’évaluer les effets pro-inflammatoires potentiels de 1’'TL-15 et
de 'IL-21 in vitro et in vivo ainsi que les effets de ces cytokines sur les fonctions des
neutrophiles afin de mieux comprendre le role de ces cellules dans les maladies
inflammatoires. Plus spécifiquement, nous avons évalué les mécanismes impliqués dans
le retard d’apoptose des neutrophiles induit par I’IL-15, ainsi que les effets de I’'IL-15 sur
I’adhésion des neutrophiles et leur recrutement in vivo dans le modéle inflammatoire
murin de la poche d’air. Nous avons également vérifié si un agent thérapeutique, la
lectine de plante Viscum album agglutinine-1 (VAA-I), pouvait moduler les réponses des
neutrophiles induites par I’IL-15. Dans un deuxiéme temps, nous avons vérifié si I’'TL-21
posséde un potentiel pro-inflammatoire in vivo et si I'IL-21 est un agoniste des

neutrophiles pouvant activer leurs fonctions et moduler leur apoptose spontanée.

Dans le premier volet de cette recherche, nous avons démontré que la VAA-I peut inhiber

certaines fonctions des neutrophiles induites par I’IL-15. De plus, nous montrons que
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I’'IL-15 retarde 1’apoptose des neutrophiles en augmentant la phosphorylation de
différentes protéines, dont Jak-2, ERK-1/2 et p38 MAPK, tout en augmentant
’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1. L’activation des neutrophiles par
I’IL-15 se traduit également par une augmentation de l’expression des intégrines
CD11b/CD18 a la surface des neutrophiles. De plus, nous démontrons que I’'IL-15
augmente 1’adhésion des neutrophiles aux cellules épithéliales pulmonaires A549.
L’injection d’IL-15 dans le modéle murin de la poche d’air entraine majoritairement le
recrutement de neutrophiles. Nos résultats suggérent que I'IL-15 peut attirer les
neutrophiles au site inflammatoire, retarder leur niveau d’apoptose basal par différents
mécanismes et augmenter 1’expression des intégrines indispensables 4 I’adhésion aux

cellules environnantes.

Dans le deuxiéme volet de cette recherche, nous avons démontré que I’IL-21 induit 4 la
fois le recrutement transitoire de neutrophiles et de monocytes/macrophages. Nous
démontrons que les cellules pro-myélocytes HL-60 expriment I'IL-21Ra., qui disparait
lors de leur différenciation en neutrophiles, et que I’'IL-21Ra est absente chez les
neutrophiles. De plus, ’IL-21 ne module aucune des fonctions étudiées des neutrophiles
et n’affecte pas leur apoptose spontanée. Ceci suggére que I’expression de la chaine
CD132 est insuffisante a elle seule pour permettre la modulation des fonctions des
neutrophiles par I’IL-21. Les monocytes et les macrophages expriment quant a eux les
deux chaines de I'IL-21R et les macrophages stimulés avec I’IL-21 sécrétent du
CXCLS8/IL-8, un puissant chimioattractant des neutrophiles. Nous proposons alors que
I’IL-21 puisse agir indirectement sur les fonctions des neutrophiles par I’activation des
monocytes et des macrophages (et possiblement des cellules résidentes) au site
inflammatoire avec pour conséquence la production de chimiokines agissant directement

sur les neutrophiles.

La présence de I’IL-21Ra chez les cellules immatures HL-60 nous a incité 4 envisager un
role de 1’'TL-21 dans la prolifération et la survie de cellules immatures. Nous avons donc
isolé les cellules de la moelle osseuse de la souris afin de les stimuler avec 'IL-21 et

I’IL-15. Nous avons noté que I’IL-15 retarde ’apoptose et entraine la prolifération des



cellules de la moelle osseuse par un mécanisme impliquant le facteur de transcription
NF-xB. Par opposition, I’TL-21 exerce seulement un effet anti-apoptotique sur ces mémes
cellules. Ces effets de I’IL-15 et de IL-21 sont observés principalement sur la population
lymphoide de la moelle osseuse. Nous avons également noté 1’expression différentielle de
chacun des récepteurs, IL-15Ra et IL-21Ra, & la surface ces cellules lymphoides
(CD11b") et myéloides (CD11b"). Nos résultats suggérent que 1'TL-15 est a la fois un
facteur de croissance et de survie des cellules lymphoides de la moelle osseuse alors que
PIL-21 est plutdt un facteur anti-apoptotique de ces cellules. Nous avons également
observé que I'IL-21Ra n’est pas exprimé a la surface des cellules myéloides, ce qui
semble indiquer que cette chaine soit essentielle pour permettre 1a modulation de la survie

des cellules de 1a moelle osseuse.

Nous pouvons conclure que I’expression des trois chaines du récepteur a I’'IL-15 permet
la modulation de différentes fonctions des neutrophiles. Nos résultats suggérent que
I’IL-15 peut influencer directement le sort des neutrophiles dans certaines maladies en
impliquant leur recrutement au site inflammatoire, ’augmentation de leur adhésion aux
cellules environnantes et la modulation de leur apoptose spontanée. Ces résultats
concordent avec la détection de concentrations élevées d’IL-15 et la persistance des
neutrophiles dans les maladies inflammatoires comme 1’arthrite rhumatoide et la
sarcoidose. Il est toutefois possible de moduler 1’activation des neutrophiles par I'IL-15
en utilisant la VAA-I. Par contre, I’expression de CD132 3 la surface des neutrophiles est
insuffisante pour que 1’IL-21 module directement les réponses de ces cellules. L’TL-21
agirait indirectement sur le recrutement des neutrophiles en augmentant la sécrétion de
chimiokines par les macrophages. La caractérisation des interactions entre les
neutrophiles, ’IL-15 et I’'IL-21 permet une meilleure compréhension des mécanismes
contrdlant leur activation et permettra le développement d’outils thérapeutiques

appropriés pour le traitement de maladies inflammatoires et auto-i

Mértin Pelletier Dr. Denis Girard

Etudiant Directeur de recherche
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Introduction

L’interleukine-15 (IL-15) est une cytokine pléiotropique jouant un rdle essentiel dans le
développement des cellules NK, I’homéostasie des lymphocytes et le développement de
I’immunité innée et acquise. L’expression inappropriée de 1I’IL-15 peut jouer un réle dans
le développement de certaines maladies inflammatoires et auto-immunes, telles Iarthrite
rhumatoide et la sarcoidose. L’IL-15 active également les fonctions des neutrophiles,
leucocytes exergant un réle primordial dans les processus inflammatoires et exprimant les
trois chaines du récepteur a I'IL-15, i.e. IL-15Ra, IL-2/15RpB (CD122) et yc (CD132). De
plus, ’'IL-15 retarde 1’apoptose des neutrophiles par un mécanisme encore non élucidé.
Une meilleure compréhension de I’interaction entre les neutrophiles et I'IL-15 est donc
essentielle pour le développement d’outils thérapeutiques appropriés pour le traitement de

maladies inflammatoires et auto-immunes.

L’interleukine-21 (IL-21) est une cytokine récemment découverte dont la séquence
primaire s’apparente a 1I’IL-15. Cette cytokine active les cellules B, T et NK suite 4 sa
liaison & son récepteur composé d’une chaine spécifique, I'IL-21Ra, et de la chaine
commune CD132. Tout comme I’'IL-15, I’IL-21 serait impliquée dans certaines maladies
inflammatoires et auto-immunes. Aucune étude n’a toutefois démontré que 1’IL-21

pourrait affecter les fonctions des neutrophiles et/ou avoir des effets pro-inflammatoires.

Le but de ce projet était d’évaluer les effets de I’'TL-15 et de I’IL-21 sur les fonctions des
neutrophiles. Nous avons tout d’abord vérifié si la Viscum album agglutinine-I peut
moduler les réponses des neutrophiles induites par I’IL-15. Nous croyons que ce puissant
inducteur d’apoptose peut inhiber I’activation des neutrophiles par I'IL-15 et ainsi étre
utilisé comme agent thérapeutique dans les maladies inflammatoires impliquant les
neutrophiles. Nous avons par la suite évalué les mécanismes impliqués dans le retard
d’apoptose des neutrophiles induit par 1’IL-15. Etant donné que le GM-CSF retarde
I’apoptose des neutrophiles en activant les voies de signalisation Jak-STAT et MAPK, en

plus d’augmenter 1’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1, nous croyons que



I’IL-15 retarde leur apoptose en activant certains membres de ces voies de signalisation
importantes. Nous voulions également vérifier les effets de I'IL-15 sur 1’adhésion des
neutrophiles et leur recrutement in vivo dans le modéle inflammatoire murin de la poche
d’air. Nous croyons que I’IL-15 peut influencer le sort des neutrophiles au site
inflammatoire en augmentant leur recrutement et leur adhésion aux cellules
environnantes. Nous avons finalement vérifié si I’'IL-21 est un agoniste des neutrophiles.
Etant donné que les neutrophiles expriment CD132, chaine essentielle de I'IL-21R, et que
les fonctions des neutrophiles sont modulées par I’IL-15, une cytokine qui posséde un
certain degré d’homologie avec I'IL-21, nous avons envisagé que I'IL-21 pourrait

également activer leurs fonctions et augmenter leur recrutement au foyer inflammatoire.

Ce document est divisé en plusieurs chapitres. Le premier chapitre est une revue des
connaissances actuelles sur les cytokines a chaine gamma commune, plus
particuliérement I’IL-15 et I’IL-21, ainsi que sur les neutrophiles. En premier lieu, les
caractéristiques générales des cytokines & chaine gamma commune seront abordées. En
second lieu, les caractéristiques spécifiques de I’'IL-15, de I’IL-21 et de leurs récepteurs,
ainsi que leurs effets biologiques seront discutés. Ensuite, les fonctions des neutrophiles
et leur modulation par les cytokines seront détaillées. Le second chapitre présentera les
objectifs spécifiques du projet de recherche. Les résultats obtenus lors de mon doctorat
seront présentés dans les chapitres subséquents sous la forme de cinq articles, dont je suis
I’auteur principal. Ces articles se rapportent aux différents volets du projet. Quatre de ces
articles sont déja parus dans des revues avec comité de lecture et sont présentés dans cette
thése sous leur version originale anglaise. Le cinquiéme article est encore sous forme de
manuscrit et 2 récemment été soumis au journal avec comité de lecture « The Journal of
Immunology ». Chacun des articles est précédé d’une mise en contexte, d’une traduction
frangaise du résumé original et du détail de la contribution de chacun des auteurs de
I’article. Par la suite, I’ensemble de cet ouvrage sera synthétisé et analysé dans le dernier
chapitre. Finalement, quelques résultats supplémentaires n’ayant pas été intégrés aux

articles seront présentés en annexe.



Chapitre 1 : Revue bibliographique







1. Les cytokines & chaine gamma commune

Les cytokines a chaine gamma commune (cytokines a chaine yc ou jc users) sont des
interleukines qui partagent une chaine de leur récepteur. Cette famille de cytokines, qui
inclut ’interleukine-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21, est également connue sous
’appellation de famille de I’IL-2. Les cytokines & chaine yc font partie de la famille des
hématopoiétines, dont les membres possédent tous une structure a 4 hélices alpha. La
famille des hématopoiétines inclut 1’érythropoiétine, I’'IL-3, IL-5, IL-6, IL-11, IL-13,
’OSM (oncostatine M), le LIF (leukemia inhibitory factor), le G-CSF (granulocyte
colony-stimulating factor) et le GM-CSF (granulocyte/macrophage colony-stimulating
factor) (Bazan, 1990).

Les cytokines a chaine yc sont connues pour médier leurs effets biologiques suite & leur
liaison & un récepteur composé d’au moins deux chaines : la chaine yc (CD132) et une
chaine spécifique & chacune des cytokines. La chaine o du récepteur de 1’IL-4 (IL-4Ra. -
CD124), 'IL-7Ra (CD127), IL-9Ra. (CD129), I'IL-21Ra et CD132 font partie de la
superfamille des récepteurs de cytokines de classe I. Cette superfamille de récepteurs, qui
inclut également les récepteurs de 1’hormone de croissance, de I’IL-3, IL-5, IL-6, IL-11,
IL-12 et IL-13, de I’érythropoiétine et de la thrombopoiétine, possédent tous quatre
résidus cystéine et un motif « WSXWS » (Trp-Ser-acide aminé non conservé-Trp-Ser)
dans la portion extracellulaire (Touw et al., 2000). L’IL-2Ra. (CD25) et I'IL-15Ra, par
contre, sont des protéines membranaires de type I qui ne font pas partic de cette
superfamille de récepteurs de cytokines. Elles sont plutdt considérées comme les
représentants d’une nouvelle famille de récepteurs de cytokines (Giri et al., 1995; Wei et
al., 2001). L’IL-2 et I’'IL-15 partagent également une autre chaine de leur récepteur,
’IL-2/15RB (CD122) qui fait aussi partie de la superfamille de cytokines de classe I
(Touw et al., 2000). Il existe deux types d’IL-4R : le récepteur de type I composé de
CD124 et CD132 et le récepteur de type II composé de CD124 et IL-13Ra (CD213). 11
existe aussi deux types d’IL-7R : I'un composé de CD127 et CD132 et 1’autre composé
de CD127 et du TSLPR (thymic stromal lymphopoietin receptor) (Ozaki et Leonard,
2002). La figure 1 illustre les récepteurs des différentes cytokines & chaine yc.
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Cytokines a chaine gamma commune (¢ users)

(inspiré de Ozaki et Leonard, 2002)

Figure 1 : Représentation schématisée des récepteurs de cytokines a chaine yc. Les
cytokines a chaine yc sont connues pour médier leurs effets biologiques suite a leur
liaison 2 un récepteur composé d’au moins deux chaines : la chaine yc (CD132) et une
chaine spécifique o & chacune des cytokines. L’IL-2 et I'IL-15 partagent également une
autre chaine de leur récepteur, I'TL-2/15Rp. Deux types d’IL-4R sont connus : 'IL-4R de
type I composé de I'IL-4Ra et de yc et I'IL-4R de type II composé de I'IL-4Ro et
IL-13Ra. 11 existe aussi deux types d’IL-7R : I’'un composé de IL-7Ra. et Yc et 1’autre
composé de IL-7Ro et de TSLPR.

1.1 Pléiotropie et redondance

La pléiotropie se définit comme la capacité d’une cytokine d’exercer de multiples actions
alors que la redondance se définit comme la capacité de plusieurs cytokines d’exercer des
effets similaires. Les effets pléiotropiques de différentes cytokines peuvent s’expliquer
par la présence d’un récepteur particulier sur une multitude de lignées cellulaires
différentes ou par la capacité d’une cytokine d’activer plusieurs voies de signalisation
différentes affectant des fonctions différentes. Les cytokines a chaine yc ont des effets
pléiotropiques puisque chacune des cytokines de cette famille peut activer différents types
cellulaires (Ozaki et Leonard, 2002). Par exemple, I'IL-15 exerce ses effets sur les
neutrophiles, les lymphocytes T, les cellules NK (natural killer), les lymphocytes B et les
cellules musculaires (Fehniger et Caligiuri, 2001). La redondance aux niveaux des actions

de différentes cytokines peut s’expliquer par la distribution cellulaire similaire de



récepteurs spécifiques pour des cytokines différentes ou par I’utilisation d’une chaine de
récepteur commune et I’activation de voies de signalisation similaires (Ozaki et Leonard,
2002). Des effets redondants caractérisent les cytokines a chaine yc puisque ces cytokines
partagent une chaine de leur récepteur. Les effets sont encore plus marquants pour 1'IL-2
et I’IL-15 puisque ces deux cytokines partagent une autre chaine de leur récepteur, la

chaine CD122, en plus d’activer la méme voie de signalisation (Leonard et Lin, 2000).

1.2 La voie de signalisation Jak-STAT

I1 a été montré que les récepteurs de cytokines de classe I s’associent a la famille des
tyrosines kinases Jak (janus kinase). Cette famille de kinases est composée de quatre
membres, soit Jak-1, Jak-2, Jak-3 et Tyk-2. De maniére générale, les récepteurs
spécifiques de la famille de I'IL-2, i.e. CD122, CD124, CD127, CD129 et I'IL-21Ra,
s’associent a Jak-1 alors que la chaine CD132 s’associe & Jak-3. La phosphorylation des
Jak induit la phosphorylation des STAT (signal transducer and activator of
transcription), une famille de facteurs de transcription composée de sept membres, i.e.
STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6. La phosphorylation des
STAT par les Jak permet leur homo ou hétérodimérisation. Ces diméres vont ensuite
transloquer au noyau et réguler la transcription de multiples génes. Il a ét¢ montré que les
cytokines a chaine yc activent des membres identiques des STAT. Par exemple, STATS5a
et STATS5b sont activés par la plupart des membres de la famille de I’IL-2, ainsi que par
le GM-CSF, la prolactine et I’hormone de croissance. STAT1 et STAT3 sont également
activés par les cytokines a chaine yc (Ozaki et Leonard, 2002; Kovanen et Leonard,
2004).

1.3 L’importance de la chaine CD132 : ’exemple du cas des enfants-bulles

La chaine CD132 est d’une importance capitale pour le développement du systéme
immunitaire. Le cas des patients atteints d’une mutation au niveau du géne codant pour
CD132 le démontre clairement. Le géne de la chaine CD132 est localisé sur le

chromosome X chez I’humain et la souris et une mutation & son niveau entraine une



forme d’immunodéficience sévére combinée appelée X-SCID (X-linked severe combined
immunodeficiency), également connue sous le nom de la maladie des « enfants-bulles »
(Noguchi et al., 1993a; Noguchi et al., 1993b; Cao et al., 1993). Comme la chaine CD132
est exprimée par la plupart des cellules hématopoigtiques, les patients atteints de X-SCID
ont des défauts au niveau du développement des fonctions des lymphocytes B, T et des
cellules NK, de par le fait que ces cellules ne peuvent pas répondre aux cytokines utilisant
la chaine CD132 (Nakarai et al., 1994; Schumann et al., 1996; Kovanen et Leonard,
2004). L’absence de cellules T et NK est due, entre autre, a la signalisation intracellulaire
déficiente de I’'IL-7 et de I’IL-15 alors que I’absence de signalisation par I’'IL-4 et I'TL-21
contribue & la défectuosité des cellules B. Les enfants atteints de X-SCID doivent donc
absolument vivre dans un environnement stérile pour survivre. Une greffe de moelle
osseuse permet de sauver la plupart des enfants atteints de X-SCID (Kovanen et Leonard,

2004).



2. L’interleukine-15

2.1 Découverte de la cytokine

La capacité a stimuler la prolifération dépendante de IL-2 de la lignée cellulaire CTLL-2
en présence d’anticorps neutralisants anti-IL-2 fut a I’origine de la découverte de I’IL-15
par deux groupes. D’une part, Grabstein et ses collaborateurs (1994) ont découvert une
molécule qu’ils ont nommé IL-15 en analysant le surnageant de la lignée cellulaire
épithéliale simienne CV-1/EBNA (Grabstein ef al., 1994). D’autre part, Burton et ses
collaborateurs (1994) ont remarqué que le surnageant de la lignée cellulaire HuT-102, une
lignée ATL (adult T cell leukemia) associée au HTLV-I (human T-cell leukemia virus-1),
pouvait stimuler la prolifération des lymphocytes T. Une molécule de ce surnageant a été
purifiée et nommée IL-T (Bamford es al., 1994; Burton et al., 1994). L’utilisation
d’anticorps appropriés a par la suite permis de démontrer que I'IL-15 et I'IL-T

constituaient une seule et méme molécule (Bamford et al., 1996).

2.2 Caractéristiques de PTL-15

2.2.1 Geéne

Le gene de 9 exons codant pour I’TL-15 est situé sur le chromosome humain 4q31 et sur
la région centrale du chromosome murin 8 (Anderson ef al., 1995a; Krause et al., 1996).
L’analyse du promoteur du géne de I’'IL-15 a révélé ’existence de plusieurs sites de
liaison potentiels pour différents facteurs de transcription dont NF-xB (nuclear factor
kappaB), NF-IL6 (nuclear factor IL-6), GAS (gamma-interferon-activated sequence) et
ISRE (interferon-stimulated response element). Le site de liaison 3 NF-kB semble
essentiel pour 1’activation transcriptionnelle du géne (Azimi ef al., 1998; Washizu ef al.,
1998).
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2.2.2 Structure

Malgré ses effets identiques & ceux de I'IL-2 sur la prolifération des cellules CTLL-2, la
séquence primaire de I'IL-15 posséde peu d’homologie avec celle de I'IL-2 (Grabstein et
al., 1994). L’ARNm de I’IL-15 code pour deux précurseurs polypeptidiques différents :
1’un contenant une séquence signal anormalement longue de 48 acides aminés et I’autre,
plus courte, de 21 acides aminés. Ces deux précurseurs générent une forme mature
identique de I’IL-15 qui consiste en une glycoprotéine de 114 acides aminés avec une
masse moléculaire de 14-15 kDa (Grabstein et al., 1994; Krause ef al., 1996; Tagaya et
al., 1997; Onu et al., 1997; Prinz et al., 1998).

2.2.3 Distribution

L’ARNm de I'IL-15 se retrouve dans une multitude de tissus (placenta, muscle
squelettique, rein, poumon, cceur) et une variété de cellules sous différentes conditions de
stimulation (monocytes/macrophages, cellules dendritiques, kératinocytes, astrocytes,
cellules épithéliales de I’intestin) (Grabstein ef al., 1994; Carson ef al., 1995; Dobherty et
al., 1996; Blauvelt et al., 1996; Lee et al., 1996; Reinecker ef al., 1996; Jonuleit et al.,
1997). La protéine, par contre, est produite par un nombre restreint de cellules. Il a été
montré que I’IL-15 est synthétisée par les cellules stromales de la moelle osseuse, les
cellules épithéliales thymiques et 1’épithélium intestinal feetal, suggérant un réle
important de cette cytokine dans ’hématopoi¢se (Grabstein et al., 1994; Mrozek et al.,
1996; Leclercq et al., 1996; Murray et al., 1998; Giron-Michel et al., 2003). Au niveau
d’une réponse immune, ce sont surtout les monocytes/macrophages et les cellules
dendritiques qui sécrétent des quantités significatives d’IL-15 (Carson et al., 1995;
Dobherty et al., 1996; Blauvelt ef al., 1996; Jonuleit et al., 1997).
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2.2.4 Mécanismes de régulation

Malgré I’expression par une multitude de tissus et de cellules de ’ARNm de I’'IL-15, il
est plus difficile de détecter la forme protéique de la cytokine. En effet, I'IL-15 a un
potentiel de sécrétion trés faible comparativement & d’autres cytokines comme I’TIL-2 et
I'IL-4 (Tagaya et al., 1997). Différents mécanismes complexes de régulation de 1’'TL-15
ont été identifiés et permettent de fournir une explication a la faible sécrétion de cette
cytokine. Tout d’abord, il y a la présence du peptide signal anormalement long (long
signal peptide — LSP) et de celui plus court (short signal peptide — SSP). 11 a été démontré
que I’IL-15-SSP est traduit plus efficacement que I’'IL-15-LSP, mais que sa localisation
est restreinte au cytoplasme et au noyau. L’IL-15-LSP, au contraire, est difficilement
traduit, mais est dirigé vers le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi en vue
d’une sécrétion éventuelle (Tagaya et al., 1997; Nishimura et al., 1998; Gaggero et al.,
1999; Pereno et al., 1999; Kurys et al., 2000; Nishimura ez al., 2005). Le rdle du peptide
signal dans la sécrétion de I’'IL-15 a également été confirmé in vivo a ’aide de souris
transgéniques surexprimant IL-15-LSP ou IL-15-SSP (Nishimura ef al., 2000). Le second
mécanisme de régulation est la présence de multiples codons de départ AUG dans
I’ ARNm codant pour la forme IL-15-LSP. Il a été montré que ces multiples codons de
départ (12 chez I’humain) réduisent considérablement 1’efficacité de la traduction en
protéine mature. L’élimination de la majorité des codons AUG a d’ailleurs permis
d’augmenter de 5 4 10 fois la production d’IL-15 (Bamford et al., 1996). Finalement, la
présence d’un régulateur négatif dans la portion C-terminale des précurseurs de 1’IL-15
semble réduire la quantité extracellulaire de la cytokine (Gaggero et al., 1999).
L’élimination de ces trois éléments de régulation a permis d’augmenter de 250 fois la
synthése d’IL-15 (Bamford et al., 1998). La génération de souris transgéniques
surexprimant I’IL-15 suite a I’élimination des systémes de contrdles post-transcriptionels
a permis de montrer I’importance in vivo de la régulation de ’IL-15, puisque ces souris
développent une leucémie fatale suite & I’expansion excessive des cellules NK et des
lymphocytes T CD8" (Fehniger e al., 2001).
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2.2.5 Expression membranaire

Tout récemment, I’'IL-15 a été détectée a la surface des monocytes, des cellules
dendritiques (DC — dendritic cells), des fibroblastes et des kératinocytes. Il a été montré
que cette forme d’IL-15, non liée & son récepteur, entraine la prolifération, la
différenciation et/ou ’activation des lymphocytes T, des cellules NK et des progéniteurs
hématopoiétiques et ce, de maniére aussi efficace, sinon plus, que la forme soluble
(Musso et al., 1999; Ruckert et al., 2000; Neely et al., 2001; Rappl e? al., 2001; Briard et
al., 2002; Ferlazzo et al., 2004; Giron-Michel ef al., 2005). La stimulation des monocytes
avec du LPS ou du GM-CSF augmente I’expression d’IL-15 a leur surface suite & la
mobilisation d’une réserve intracellulaire d’IL-15 vers la membrane cytoplasmique
(Musso et al., 1999; Neely ef al., 2001). Ainsi, I’expression membranaire de I'IL-15
permet a la cytokine d’agir sur une multitude de cellules malgré qu’elle soit si peu

abondante dans le milieu extracellulaire.

2.2.5.1 Signalisation inverse

De nouveaux résultats suggérent que 1’IL-15 membranaire des monocytes pourrait induire
une signalisation inverse (reverse signaling), c'est-d-dire que I'IL-15 synthétisée et
exprimée 4 la membrane cellulaire des monocytes pourrait, suite & sa liaison par un
récepteur soluble ou un anticorps, induire une signalisation intracellulaire dans ces mémes
monocytes (Budagian et al., 2004; Neely et al., 2004). L’IL-15 membranaire agirait donc,
en quelque sorte, comme un récepteur (figure 2). Il a été montré que la stimulation des
monocytes avec de I’IL-15Ra. soluble ou un anticorps anti-IL-15 entraine activation de
membres de la famille des MAPK (mitogen-activated protein kinase), c’est-a-dire
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) et p38, ainsi qu’une GTPase de la famille
Rho, Rac3. Il en résulte une augmentation de la migration, de 1’adhésion cellulaire et de la
production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires (CXCL8/IL-8, IL-6 et
TNF-a. - tumor necrosis factor-a) (Budagian et al., 2004; Neely et al., 2004).
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Figure 2: Phénoméne de signalisation inverse induite par PIL-15 dans les
monocytes. L'IL-15 est synthétisée et exprimée a la membrane cellulaire des monocytes
(1). La liaison de I'IL-15 avec I'IL-15Ro. soluble ou un anticorps anti-IL-15 (2) entraine
I'activation de ERK1/2, p38MAPK et Rac3 (3). Il en résulte une augmentation de la
migration, de I’adhésion cellulaire et de la production de CXCLS/IL-8, IL-6 et TNF-o (4).

2.3 Découverte du récepteur

L’utilisation d’anticorps anti-IL-2RB a démontré que la chaine B de I'IL-2R était
essentielle aux effets de I'IL-15 (Sharon ef al., 1986; Bamford er al., 1994; Grabstein et
al., 1994). Suite a cette découverte, il a été montré que les chaines B et y du récepteur de
I'IL-2 étaient requises tant pour la liaison de I'IL-15 que pour sa capacité & induire un
signal (Takeshita et al., 1992; Giri et al., 1994). Finalement, une nouvelle protéine liant
spécifiquement I'IL-15 a été caractérisée, clonée puis nommée IL-15Ro (Giri et al.,
1995). Par ailleurs, un récepteur distinct, 'IL-15RX, uniquement exprimé par les
mastocytes, a également été identifié (Tagaya er al., 1996). Une étude récente a toutefois
montré que I'IL-15RX représentait plutdt des isoformes distincts de 1'TL-15Ro exprimés

uniquement par les mastocytes (Bulanova er al., 2003).
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2.4 Caractéristiques de ’'TL-15R

24.1 Géne

L’analyse des génes de I'IL-15Ra et de I'IL-2Ra (CD25) révéle que ceux-ci partagent le
méme locus sur le chromosome 10p15-14 chez ’humain et le méme locus sur le
chromosome 2 chez la souris (Anderson ef al., 1995b). De plus, ces deux récepteurs
possédent une structure similaire d’introns et d’exons (Giri et al., 1995). Huit transcrits
différents de I’'IL-15Ra. ont été identifiés. Ces huit isoformes résultent de I’épissage des 7
exons du géne de I’[L-15Ra, incluant toutes les combinaisons provenant de la délétion
des exons 2 et 3 et de 'utilisation d’un exon 7 alternatif (Dubois et al., 1999). Le géne
codant pour la chaine CD122 est situé sur le chromosome 22q11-13 chez ’humain et le
chromosome 15 chez la souris. Le géne entier de CD122 est composé de 10 exons, mais
seuls les exons 2 2 10 codent pour la protéine (Gnarra ef al., 1990; Shibuya et al., 1990;
Campbell et al., 1992).

2.4.2 Structure

Tout comme la chaine CD25, 'IL-15Ra. posséde un motif de liaison protéique appelé
domaine Sushi (ou motif GP-1), essentiel 4 la liaison de la cytokine. Cette caractéristique,
en plus de leur structure similaire d’introns et d’exons, a permis de définir I'IL-15Ra et
CD25 comme les représentants d’une nouvelle famille de récepteurs de cytokines (Giri et
al., 1995; Wei et al., 2001). L’IL-15Ra posséde également de multiples sites de
glycosylation potentiels et une portion cytoplasmique trés courte (Anderson et al., 1995b;
Dubois et al., 1999). Tel que décrit précedemment, huit transcrits différents de I'IL-15Ra
ont &té identifiés. De ces huit transcrits, on distingue ceux possédant I’exon 2 et ceux ne
le possédant pas (A2-IL-15Ra). Les isoformes A2-IL-15Ra sont incapables de lier
PIL-15 et sont localisés a la membrane nucléaire. Les autres isoformes fixent I'IL-15 et se
retrouvent a la membrane cytoplasmique, au réticulum endoplasmique et au niveau de

Pappareil de Golgi. L’exon 2 du géne de 'IL-15Ra est donc essentiel & la localisation
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post-transcriptionnelle et a la liaison de la cytokine a son récepteur (Anderson ef al.,
1995a; Anderson et al., 1995b; Dubois et al., 1999; Pereno et al., 1999).

2.4.3 Distribution

La distribution cellulaire et tissulaire de I’IL-15Ra est trés diversifiée, comparativement a
celle de CD25 (Anderson et al., 1995b; Giri et al., 1995). Les huit transcrits différents de
I'IL-15Ro. ont été détectés dans plusieurs tissus (cerveau, intestin, foie) et cellules
(cellules mononucléées du sang périphérique, kératinocytes, cellules T CD4" et CD8" et
une multitude de lignées cellulaires) (Dubois et al., 1999). L’expression de I'IL-15Ra
peut étre augmentée dans différents types cellulaires, dont les lymphocytes T et les
macrophages, suite 4 une stimulation par des cytokines (IL-2, interféron- y — IFN-y), des
agents mitogénes (PMA — phorbol myristate acétate), des anticorps (anticorps anti-CD3)
et certains virus (HTLV-I) (Giri ef al., 1995; Mariner et al., 2001). Une forme soluble de
'IL-15Ra., produite par protéolyse, a récemment été identifiée et agirait comme un
antagoniste naturel de I’IL-15 (Mortier ef al., 2004). La distribution de la chaine CD122
est relativement répandue au sein des cellules du systéme immunitaire. En effet, elle est
constitutivement exprimée par les cellules CD34" (progéniteurs hématopoiétiques), les
cellules NK, les lymphocytes T CD8", les monocytes, les neutrophiles et elle est
inductible dans les cellules T CD4" (Rosolen ef al., 1989; Hattori et al., 1990; Schumann
etal., 1996).

2.4.4 Affinité de I’'TL-15 pour son récepteur

L’IL-15 se lie avec une affinité élevée a I’'IL-15Ra. ou au récepteur hétérotrimérique,
contrairement a4 la chaine CD25 qui ne lie I'[L-2 qu’avec une trés faible affinité en
absence des chaines CD122 et CD132. Toutefois, seules les chaines B et y sont
responsables de 1’induction du signal. Tout comme I’IL-2, I’'IL-15 peut se lier au dimére
By avec une affinité intermédiaire, et entrainer la signalisation intracellulaire en absence
de la chaine spécifique o (Giri et al., 1994; Balasubramanian ef al., 1995). Le complexe

ligand-récepteur IL-15/By est toutefois moins stable que le complexe IL-2/By (de Jong et
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al., 1996). Malgré le fait que ’IL-15 et I’IL-2 soient en compétition pour la liaison au
complexe des chaines CD122 et CD132, les deux cytokines se fixent sur des épitopes
différents sur chacune des chaines (de Jong ef al., 1998; Lehours ef al., 2000).

2.4.5 La trans-présentation : propriété de 'IL-15Ra

Dubois et ses collaborateurs (2002) proposent une théorie selon laquelle I’'IL-15Ro. peut
fixer I'IL-15 et la présenter a des cellules voisines en « trans» ne possédant que le
complexe Py afin d’induire une signalisation intracellulaire dans ces cellules (figure 3).
La trans-présentation de I’IL-15 a des répercussions biologiques importantes puisque le
complexe IL-15/IL-15Ra. stimule aussi efficacement la prolifération des cellules
IL-15RBY" que I’IL-15 soluble celle des cellules IL-15Rafy" (Dubois ef al., 2002). La
trans-présentation de 1’IL-15 par I’IL-15Ra serait essentielle & I"homéostasie et aux
fonctions des cellules NK et des lymphocytes T CD8" mémoires et permettrait
d’expliquer comment une cytokine si peu abondante peut maintenir I’homéostasie des
cellules T mémoires qui migrent constamment vers les tissus périphériques (Sallusto et
Lanzavecchia, 2000; Burkett et al., 2003 Koka et al., 2004; Burkett et al., 2004;
Kobayashi ez al., 2005). La théorie de la trans-présentation permet également d’expliquer
que des cellules NK et T CDS8" transférées dans des souris IL-15Ra™ sont incapables de
proliférer alors que des cellules NK et T CD8" de souris IL-15Ra™ proliférent
normalement chez des souris de type sauvages (Lodolce et al., 2001; Koka et al., 2003).
Ce phénoméne de trans-présentation semble exclusivement réservé a I'[L-15Ra et a
CD25 (Eicher et Waldmann, 1998; Schluns et al., 2004; Sandau et al., 2004; Schluns et
al., 2005). L’équipe de Dubois (2002) a également suggéré que la formation du complexe
[L-15/IL-15Ra. 2 la surface des cellules induit 1’internalisation du complexe vers le
compartiment endosomosal et son éventuel « recyclage » vers la surface des cellules au
lieu d’étre acheminé vers les lysosomes pour dégradation. Ceci conduit a la persistance de
I’IL-15 & la membrane plasmique et, par le fait méme, de ses effets et ce, méme apreés
1’élimination de I’IL-15 du milieu de culture (Dubois ef al., 2002). Ces résultats suggérent

qu’en conditions physiologiques 1’IL-15 serait majoritairement exprimée sous sa forme
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membranaire plutét que sous sa forme sécrétée et exercerait un rdle physiologique

beaucoup plus important que ne le laissaient supposer les publications antérieures.

—
o
By By
Réponses Réponses
cellulaires cellulaires
Récepteur classique Trans-présentation

(inspiré de Schluns, 2005)

Figure 3 : Schématisation de la trans-présentation de I’IL-15 par I’'IL-15Ra. Selon le
modele classique, ’'IL-15 peut induire une signalisation cellulaire seulement si la cellule
possede les trois chaines du récepteur a I'TL-15 (A). La théorie de la trans-présentation
propose que I'IL-15Ra peut fixer I'IL-15 et la présenter & des cellules voisines en
«trans » qui ne possédent que le complexe Py afin d’induire une signalisation
intracellulaire (B).
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2.5 Effets biologiques de PIL-15
2.5.1 Développement du systéme immunitaire
2.5.1.1 Etudes in vivo

Les souris déficientes pour I’expression de I’IL-15, le facteur de transcription IRF-1 (IFN
regulatory factor-1), les différentes chaines de son récepteur ou des molécules impliquées
dans sa signalisation intracellulaire ont des défauts au niveau du développement et de
P’activation des cellules d’origine lymphoide. A P’inverse, une augmentation du nombre
de ces cellules a été observée chez des souris transgéniques surexprimant I'IL-15
(tableau I). Des chercheurs ont également rapporté le cas d’un jeune gargon présentant
un phénotype d’immunodéficience sévére combinée avec un nombre réduit de
lymphocytes et une absence de cellules NK. Une analyse moléculaire a permis de montrer
une expression réduite de CD122 et une phosphorylation minimale de Jak-3 suite & une
stimulation des cellules de ce jeune patient (Gilmour et al., 2001). Ces phénotypes
indiquent que I'IL-15 joue un rdle essentiel dans le développement des cellules

lymphoides.
2.5.1.2 Etudes in vitro

Il a été montré que I’IL-15 induit la différenciation de cellules progénitrices CD34" en
cellules NK CD56° fonctionelles et en cellules dendritiques (Mrozek et al., 1996;
Puzanov et al., 1996; Bykovskaia ef al., 1999; Vosshenrich et al., 2005). L’IL-15 joue
également un rdle dans la prolifération et I’homéostasie des cellules NK (Carson et al,
1994; Ranson et al., 2003b; Prlic et al., 2003). De plus, I'IL-15 a été identifié comme un
facteur de prolifération des cellules T mémoires CD4" et CD8", ainsi que des cellules T
naives CD8" (Grabstein ef al., 1994; Burton et al., 1994; Kanegane et Tosato, 1996;
Thulesen ef al., 2000; Schluns et al., 2002; Judge ef al., 2002). Il a été suggéré que

I’IL-15 serait requis pour la maturation et la prolifération homéostasique des cellules T,
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mais ne serait pas un facteur essentiel pour leur génération (Zhang et al., 1998; Li et al.,
2001; Becker et al., 2002; Tan et al., 2002; Goldrath et al., 2002; Alves et al., 2003;
Burkett ef al., 2004; Oh et al., 2004). L’IL-15 ne semble pas du tout impliqué dans le
développement des lymphocytes B (Muench et al., 2000). Des études ont également
montré que I’IL-15 joue un réle crucial dans la prolifération, I’activation et I’homéostasie
de populations de cellules T de I’'immunité innée, i.e. les cellules NK-T, les I-IEL et les
DETC (Edelbaum et al., 1995; Inagaki-Ohara et al., 1997; Matsuda ef al., 2002; De Creus
et al., 2002; Cookson et Reen, 2003; Ranson ef al., 2003a; Ebert, 2005). Les cellules NK-
T sont des lymphocytes exprimant un TCR off de diversité limité et des molécules de
surface de cellules NK généralement restreintes a la molécule de surface CD1d et qui
reconnaissant des antigénes glycolipidiques (Elewaut et Kronenberg, 2000). Les I-IEL
sont des lymphocytes T au développement extra-thymique localisés sur les surfaces
basolatérales des cellules épithéliales de 1’intestin qui jouent un réle-clé dans I’immunité
mucosale (Porter et Malek, 2000). Les DETC, quant & elles, sont des cellules T
d’isoforme TCR y8 de la peau jouant un réle dans D’initiation et I’inhibition de

I’inflammation induite par une blessure (Jameson et al., 2004).

2.5.2 Cellules du systéme immunitaire

L’IL-15 est une cytokine importante dans le développement d’une réponse immunitaire
puisqu’elle module autant les fonctions des cellules du compartiment lymphoide que
myéloide. La figure 4 résume les effets de I'IL-15 sur les différentes cellules du systéme
immunitaire. Il est & noter que I’IL-15 module également les fonctions des neutrophiles,

mais cet aspect sera élaboré a la section 4.7.5.
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Figure 4 : Effets biologiques de I’'IL-15: role dans ’immunité innée et acquise.
L’IL-15, produite par les monocytes/macrophages (M) et les cellules dendritiques, active
(—) les fonctions des cellules NK, des lymphocytes T et B, des mastocytes et des cellules
T de I’immunité innée (NK-T, I-IEL et DETC). Ceci inclut la stimulation des fonctions
effectrices des lymphocytes T, I’activation fonctionelle des cellules NK et la production
d’immunoglobulines par les lymphocytes B. L’IL-15 active également les fonctions des
monocytes/M¢ et des neutrophiles (voir sections 2.5.2.4 et 4.7.5) et augmente la sécrétion
de médiateurs pro-inflammatoires. Ces effets permettent de classer I’'IL-15 comme une

cytokine pro-inflammatoire.
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2.5.2.1 Cellules NK

La liaison de I’IL-15 & son récepteur entraine la phosphorylation rapide du récepteur et
’activation de différentes protéines intracellulaires. Dans les cellules NK, I'IL-15 active
certains membres de la voie de signalisation Jak-STAT, i.e. Jak-1, Jak-3, STAT-3 et
STAT-5 (Yu et al., 1998). De plus, I’IL-15 induit I’activation de la phospholipase Cp via
MAPK et de la protéine kinase Ce (PKCg), en plus d’inhiber I’activité de la PKCa. (Ponti
et al., 2002; Vitale et al., 2002). L’activation de la signalisation intracellulaire des cellules
NK par I’IL-15 entraine I’augmentation de I’activité cytotoxique, de la cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC - antibody-dependent cellular cytotoxicity),
de la chimiotaxie, de I’adhésion et de la réponse anti-virale (Carson ef al., 1994; Allavena
et al., 1997, Atedzoe et al., 1997; Fawaz et al., 1999; Gosselin ef al., 1999). L’IL-15 peut
également, seule ou en combinaison avec d’autres cytokines comme 1’'IL-12 et I’IL-18,
stimuler la production de cytokines (IFN-y, TNF-a et GM-CSF) et de chimiokines
(CCL3/MIP-1a. et CCL4/MIP-18) par les cellules NK (Carson ef al., 1994; Fehniger et
al., 1999). 11 a méme été¢ démontré que 1’IL-15 est essentiel, de concert avec 1I’IL-12, pour

une production optimale d’ITFN-y par les cellules NK (Carson et al., 1995).

2.5.2.2 Lymphocytes T

L’IL-15 est un chimioattractant des cellules T (Wilkinson et Liew, 1995; Weninger ef al.,
2001). Celle-ci induit la redistribution de CD50 (ICAM-3), CD54 (ICAM-1), CD102
(ICAM-2), CD43 (leukosialin) et CD44 (H-CAM) dans les uropodes des lymphocytes T
(Nieto et al., 1996). L’IL-15 participe également a leur migration a travers 1’endothélium
en modulant I’interaction entre les molécules d’adhésion CD11a/CD18 (LFA-1) et CD54
(Oppenheimer-Marks et al., 1998; Sancho et al.,, 1999). L’IL-15 peut également agir
indirectement sur la migration des lymphocytes T en augmentant I’expression de

différentes chimiokines ainsi que leurs récepteurs (Perera et al., 1999).
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Tout comme dans les cellules NK, I’IL-15 active Jak-1, Jak-3, STAT-3 et STAT-5 dans
les lymphocytes T (Johnston et al., 1995a; Lin et al, 1995; Yu et al., 1998). Il a
également été montré que I’IL-15 induit I’activation de Syk et son association physique &
PIL-15Ra, ainsi que 1’activation de la kinase p56lck, de la molécule adaptatrice Gab2, de
IIRS-1 (insulin receptor substrate-1), de la voie métabolique Ras/Raf/MAP (ERK)
kinase et du facteur de transciption NF-AT (nuclear factor of activated T cells) (Johnston
et al., 1995b; Adunyah et al., 1997; Gadina et al., 2000; Bulanova et al., 2001; Eicher,
2003). 11 a été montré que I'IL-15 active les fonctions des lymphocytes T, plus
particuliérement les fonctions cytotoxiques et cytolytiques des lymphocytes T CD8". En
effet, I’'IL-15 induit la sécrétion de TNF-a, d’IFN-y, de granzyme B et de perforine par
les cellules T CD8" (Kanegane et Tosato, 1996; Ye ef al., 1996; Kasyapa et al., 1999;
Khan et Casciotti, 1999; Ishimitsu et al., 2001; Yajima et al., 2002; Liu et al., 2002;
Klebanoff et al., 2004; Yajima ef al., 2005). L’IL-15 diminue toutefois I’expression de
son propre récepteur de haute affinité sur les lymphocytes T, suggérant I’existence d’un

mécanisme de régulation dans ces cellules (Kumaki et al., 1996).
2.5.2.3 Lymphocytes B

L’IL-15 semble pouvoir moduler les fonctions des lymphocytes B pré-activés seulement.
En effet, 'IL-15 induit la prolifération des lymphocytes B co-stimulés par des anticorps
anti-IgM, par le PMA, par CD154 (CD40 Ligand) ou par des dinucléotides cytosine
phospho guanine (CpG) non-méthylés d’origine bactérienne (Armitage e al., 1995).
L’IL-15 provoque également la production d’IgM, d’IgG1 et d’IgA (Hiroi ef al., 2000;
Bernasconi ef al., 2002). Contrairement a ses effets sur les lymphocytes B pré-activés
d’individus normaux, I'IL-15 entraine directement la prolifération des cellules B
cancereuses provenant de patients atteints de leucémies, telles que la leucémie lymphoide
chroniques B ou la leucémie a tricholeucocytes (hairy cell leukemia) (Trentin et al.,
1996). 11 a été montré que la signalisation intracellulaire dans le lymphocyte B s’effectue
par I’association physique de I’IL-15Ra. avec la kinase Syk. Cette association induit la

phosphorylation de I'IL-15Ra, de Syk et de la phospholipase Cy (Bulanova et al., 2001).
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2.5.2.4 Monocytes/macrophages et cellules dendritiques

La stimulation des monocytes par I'IL-15 induit la sécrétion des chimiokines
CXCLS8/IL-8 et de CCL2/MCP-1, ayant respectivement une activité chimiotactique
envers les neutrophiles et les monocytes (Badolato ef al., 1997). De plus, ’activation des
TLR2/1 (toll-like receptor) a la surface des monocytes, en combinaison avec I'IL-15,
entraine leur différenciation en macrophages (Krutzik et al, 2005). L’IL-15 induit
également 1’expression de TNF-a, d’IL-1, d’IL-6, d’IL-10, d’IFN-B et d’iNOS par les
macrophages, en plus d’augmenter leur activité antivirale (Alleva ef al., 1997; Liu et al.,
2004). L’IL-15 est également un facteur de différenciation des cellules progénitrices
hématopoiétiques et des monocytes en cellules dendritiques (DC — dendritic cells)
(Bykovskaia ef al., 1999; Mohamadzadeh et al., 2001; Saikh et al., 2001). L’ importance
de I’IL-15 dans les fonctions des macrophages et des DC au niveau de I’immunité innée a
été démontrée par ’utilisation de souris déficientes pour I’expression de I'IL-15, CD122
et CD132. En effet, la production d’IL-12, d’oxyde nitrique (NO — nitric oxide) et
d’TFN-y par les DC et les macrophages de ces souris étaient inhibées, tout comme
1’augmentation de ’expression de la molécule CMH de classe II et de CD40 (Ohteki et
al., 2001).

2.5.2.5 Mastocytes

Contrairement aux membres de la voie de signalisation Jak-STAT activés par I'IL-15
dans les cellules NK et T, c’est-a-dire Jak-1, Jak-3, STAT-3 et STAT-5, I'IL-15 active
plutdt Jak-2, Tyk-2, STAT-3, STAT-5, STAT-6 ainsi que la kinase Syk dans les
mastocytes (Tagaya et al., 1996; Masuda et al., 2000; Bulanova et al., 2003). 11 a été
montré que I’IL-15 agit comme un facteur de croissance des mastocytes, en plus d’induire
la production d’IL-4 (Tagaya et al., 1996; Masuda et al., 2000). Ainsi, étant donné que les
mastocytes jouent un rdle protecteur lors des infections aux parasites dans les muqueuses,
I’IL-15 pourrait possiblement participer & cette protection en augmentant la prolifération

et I’activation des mastocytes (Yoshikai et Nishimura, 2000).
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2.5.3 Inhibiteur général de ’apoptose

Il a été démontré que I’IL-15 est un inhibiteur in vitro de I’apoptose des lymphocytes (B
et T), des DC et des mastocytes (Bulfone-Paus et al., 1997; Lai et al., 1999; Chu ef al.,
1999; Pirtskhalaishvili ef al., 2000; Masuda et al., 2001; Tourkova et al., 2002; Judge et
al., 2002; Berard et al., 2003). L’IL-15 est aussi un facteur de survie pour les cellules NK.
Toutefois, 1’incubation prolongée de 1’IL-15 avec de 1’IL-12 induit plut6t I’apoptose des
cellules NK. Ceci suggere que les cytokines qui servent a activer la réponse immunitaire
innée peuvent également la limiter en induisant I’apoptose des cellules impliquées (Ross
et Caligiuri, 1997; Carson et al., 1997; Biber et al., 2002; Cooper et al., 2002). Bulfone-
Paus et ses collaborateurs (1997) ont également montré que 1’administration in vivo
d’IL-15 permet d’inhiber complétement le phénoméne d’apoptose multi-systémique létale
induit par I’injection d’un anticorps anti-Fas chez la souris (Bulfone-Paus ef al., 1997). 11
a été suggéré que I’IL-15 agirait comme un facteur anti-apoptotique en entrainant, entre
autre, la relocalisation d’une protéine effectrice de 1’apoptose, TRAF2 (TNF receptor-
associated factor 2), a la chaine IL-15Ro. Ainsi, I’IL-15 empécherait la liaison de
TRAF?2 au récepteur TNFR1 puisque I’IL-15Ra. et le TNFR1 possédent un site de liaison
homologue & TRAF2 (Bulfone-PauS et al., 1999; Pereno et al., 1999; Pereno et al.,
2000). L’IL-15 est donc considérée comme un inhibiteur général de 1’apoptose in vivo et

in vitro.

2.5.4 KEffets de I'IL-15 sur les cellules et tissus d’origine non hématopoiétique

L’IL-15 affecte également des tissus et des cellules qui ne font pas partie du systéme
immunitaire. Il a été montré que 1’IL-15 est un agent anabolique du muscle squelettique,
en plus de stimuler la différenciation des cellules musculaires (Quinn ef al., 1995; Quinn
et al., 1997; Furmanczyk et Quinn, 2003). L’administration d’IL-15 chez des rongeurs
influence la masse adipeuse, l’angiogénése ainsi que la vasodilatation et la
vasoconstriction (Baker et Abel, 1995; Angiolillo et al., 1997; Alvarez et al., 2002; Quinn
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et al., 2005). Les cellules neuronales expriment également I’IL-15 et son récepteur. Ceci
suggere que cette cytokine pourrait jouer un réle dans le développement et la physiologie
du cerveau ou encore agir comme un facteur de régulation neuroimmunologique dans le
systéme nerveux central (Hanisch et al., 1997; Satoh et al, 1998; Kurowska et al.,

2002b).

2.6 Utilisations thérapeutiques possibles de I’'IL-15

2.6.1 Adjuvant dans le traitement des infections bactériennes et virales

Dans un modéle murin du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), les souris
produisent peu d’IL-15, les rendant ainsi susceptibles aux infections mycobactériennes
(Umemura et al., 2001a). De plus, il a été noté que les patients infectées par le virus de
I’'immunodéficience humaine (VIH) possédent des niveaux sériques faibles d’IL-15,
comparativement aux personnes séronégatives (Ahmad ef al., 2003). Or, il a été observé
que I’ajout d’IL-15 in vitro permet de stimuler les fonctions effectrices des cellules du
systéme immunitaire de patients atteints du VIH (Chehimi et al., 1997; Agostini ef al.,
1997; Mastroianni et al., 2000; Mueller et al, 2003; Castelli et al, 2004).
L’administration d’IL-15 dans divers modéles murins augmente également la protection
contre Mycobacterium bovis, Salmonella choleraesuis, Plasmodium falciparum,
Cryptococcus neoformans et le virus de I’herpés simplex (Nishimura et al., 1996; Elloso
et al., 1998; Mody et al., 1998; Tsunobuchi et al., 2000; Umemura e al., 2001b; Gill et
al., 2005). Ces résultats suggérent donc la possibilité d’utiliser I’'IL-15 comme un
adjuvant pour la stimulation du systéme immunitaire lors d’une infection au VIH ou

d’autres infections d’origine bactérienne et virale.
2.6.2 Applications anti-tumorales
L’TL-15 augmente D’activité anti-tumorale contre différents types de meélanomes en

stimulant ’activité des cellules NK et/ou la réponse cytotoxique des lymphocytes T
(Yajima et al., 2002; Lu et al., 2002; Brentjens et al., 2003; Klebanoff et al., 2004;
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Kobayashi et al., 2005). De plus, I’injection dans une souris de différents mélanomes
génétiquement modifiés pour sécréter de 1’IL-15, seule ou en combinaison avec d’autres
cytokines, entraine un retard de la croissance de la tumeur ou son rejet complet par
I’activation des cellules NK et/ou des cellules T CD8" (Hazama et al., 1999; Suzuki et al.,
2001; Comes et al., 2002; Kishida et al., 2003; Lasek et al., 2004). L’IL-15 posséde
également des propriétés pharmacologiques intéressantes, tel que démontré par I’injection
intraveineuse d’IL-15 dans des souris ayant regu des implants tumoraux. L’IL-15, en
comparaison a I’IL-2, s’accumule plus efficacement sur les cellules tumorales cibles, en
plus d’étre éliminé plus rapidement de la circulation sanguine (Kobayashi ef al., 2000).
Malgré ses propriétés uniques et ses applications possibles dans 1’immunothérapie des
cancers, I’TL-15 demeure une cytokine utilisée seulement dans des tests pré-cliniques et

n’a encore jamais été administrée a des humains.

2.7 Réle de I’'TL-15 dans les maladies inflammatoires, auto-immunes et le cancer

Le systéme de controle complexe qui gére la synthése et la sécrétion de I’'IL-15 suggére
que la production excessive de la cytokine soit dangereuse pour 1’organisme. Ceci se
réfléte dans les différentes maladies ot 1'IL-15 joue un réle important, tant au niveau du

développement qu’au niveau de la progression.

2.7.1 Arthrite rhumatoide

L’arthrite rhumatoide est une maladie dégénérative chronique des membranes synoviales
caractérisée par I’inflammation des articulations (principalement les articulations
synoviales périphériques). Cette inflammation est attribuable, entre autre, a
I’accumulation de lymphocytes T, de neutrophiles et de macrophages dans le fluide
synovial et aux niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires (comme I'TIL-15 et le

TNF-a) retrouvés dans le liquide synovial (Patel et Haynes, 2001).
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2.7.1.1 Détection de I’IL-15

L’TL-15 a été détectée dans les fluides et tissus synoviaux, les nodules rhumatoides, ainsi
que dans le sérum de patients atteints d’arthrite rhumatoide. Les concentrations détectées
dans les fluides synoviaux varient de 10 pg/mL & plus de 1200 ng/mL (Mclnnes ef al.,
1996; Thurkow et al., 1997; Klimiuk ef al., 2001; Cordero et al., 2001; Gonzalez-Alvaro
et al., 2003; Raza et al., 2005). Les fibroblastes et les macrophages synoviaux ainsi que
les cellules endothéliales semblent étre les principales sources d’IL-15 (Oppenheimer-
Marks et al., 1998; Harada et al., 1999; Kurowska e al., 2002a; Cho et al., 2004).

2.7.1.2 Effets de PIL-15

L’incubation de lymphocytes T avec les fluides synoviaux de patients atteints d’arthrite
rhumatoide a permis de montrer que ces fluides induisent la chimioattraction et
’activation des cellules T. Ces effets étaient partiellement réduits par 1’ajout d’anticorps
anti-IL-15 (Mclnnes e? al., 1996; al-Mughales et al., 1996). De plus, I’IL-15 induit la
sécrétion des chimiokines CXCL12/SDF-1 et CCL3/MIP-la par les cellules T CD4"
synoviaux, ainsi que 1’augmentation de leurs récepteurs respectifs a la surface de ces
mémes cellules. Ces chimiokines pourraient donc étre impliquées dans le recrutement des
lymphocytes T CD4" au niveau des articulations (Nanki et al., 2000; Wang et Liu, 2003).
L’IL-15 augmente également la migration transendothéliale des cellules CD4" et CD8"
dans un modele d’arthrite in vivo (Oppenheimer-Marks et al., 1998). 11 a été montré que
les lymphocytes T synoviaux activés par I’IL-15 sécrétent du TNF-a (Mclnnes et al.,
1997). Ces lymphocytes T activés stimulent également la production de TNF-o. par les
macrophages et les fibroblastes synoviaux par un mécanisme dépendant du contact
intercellulaire (Cho et al., 2004). L’élimination des cellules T par I’injection d’un
anticorps anti-CD2 dans un modéle d’arthrite chez la souris a d’ailleurs permis de réduire
considérablement la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, TNF-a et IL-15)
et de métalloprotéinases de la matrice impliquées dans la destruction des tissus, i.e.
MMP-1 et MMP-2 (Klimiuk et al., 1999). Ces résultats suggérent que le micro-

environnement synovial contenant de I’IL-15 est a la fois un chimioattractant et un
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régulateur des fonctions des lymphocytes T dans les articulations des patients atteints

d’arthrite rhumatoide.

Outre les lymphocytes T, I’'IL-15 peut également activer d’autres types cellulaires
présents dans les articulations. En effet, I’TL-15, seule ou en combinaison avec 1’IL-18,
induit I’expression de cytokines pro-inflammatoires (IL-17 et IFN-y) et d’enzymes
impliquées dans la pathogénése de 1’arthrite rhumatoide, comme la cyclooxygénase-2
(COX-2) et la MMP-9, dans les cellules synoviales (Gracie et al., 1999; Ziolkowska et
al., 2000; Constantinescu ef al., 2001; Min et al., 2004; Hwang et Kim, 2005; Kim ef al.,
2005b). L’IL-15 est également responsable de 1’activation continue, de la prolifération et
de la résistance a I’apoptose des fibroblastes synoviaux (Kurowska et al., 2002a). L’IL-15
stimule aussi le développement des ostéoclastes, cellules importantes dans le
remaniement et la résorption des os, suggérant un réle possible de I’'IL-15 dans la
destruction des os observée chez les patients atteints d’arthrite rhumatoide (Ogata et al.,
1999).

2.7.1.3 Régulation de PIL-15 pour le traitement de I’arthrite rhumatoide

L’administration de la forme soluble de I’IL-15Ra ou d’une protéine de fusion IL-15/Fc
agissant comme un antagoniste permet de prévenir le développement d’arthrite induit par
le collagéne dans un modéle murin (Ruchatz et al., 1998; Ferrari-Lacraz et al., 2004). De
plus, le méthotrexate, un traitement immunosuppressif couramment utilisé chez les
patients atteint d’arthrite rhumatoide, permet de réduire la production de TNF-a. induite
par I’IL-15 et prévient le développement d’arthrite dans ce méme modéle (Neurath ef al.,
1999). Le méthotrexate diminue également la sécrétion de TNF-a, d’IFN-y et d’IL-17 par
les lymphocytes T ainsi que la sécrétion d’IL-15, de CXCL-8/IL-8 et d’IL-6 par les
fibroblastes synoviaux (Miranda-Carus et al., 2004). La cyclosporine A, un autre
immunosuppresseur utilisé dans le traitement de 1’arthrite rhumatoide, diminue la
production d’IL-15 et de TNF-a par les fibroblastes synoviaux (Cho ef al., 2002). Dans
une étude clinique de phase I/II, I’administration d’un anticorps monoclonal humain
anti-IL-15 (HuMax-IL-15) développé par GenMab présente des effets thérapeutiques trés
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encourageants dans le traitement & court terme de I’arthrite thumatoide. En effet, son
efficacité parait égaler celle des inhibiteurs du TNF-a (Baslund et al., 2005). Le blocage
de I'IL-15 ou encore I’admistration de médicaments modulant la sécrétion d’IL-15

s’avére donc une cible de choix pour le traitement de I’arthrite rhumatoide.
2.7.2 Maladies pulmonaires
2.7.2.1 Sarcoidose

La sarcoidose ou maladie de Besnier-Boeck-Scaumann est une affection inflammatoire
d’étiologie inconnue qui affecte progressivement de multiples organes et plus
particuliérement les poumons. Elle est caractérisée par la présence de granulomes (zones
de tissus inflammatoires) & I’intérieur de 1’organisme (sur les parois des bronches et
bronchioles par exemple) ou sous forme de lésions sur la peau (Nakano et al., 2005). 11 a
été suggéré que I’IL-15 pourrait &tre impliqué dans la pathogénése de la sarcoidose. En
effet, contrairement aux personnes saines, les macrophages alvéolaires des patients
atteints par cette maladie expriment I’IL-15 au niveau de la membrane et du cytoplasme,
ce qui entraine la sécrétion d’IFN-y et la prolifération des lymphocytes T CDh4"
pulmonaires (Agostini ef al., 1996; Agostini et al., 1999). Ces résultats indiquent un rdle
de I'IL-15 dans D’activation de populations cellulaires présentes dans les voies

respiratoires des patients atteints de sarcoidose.
2.7.2.2 Bronchite, asthme et autres

Des niveaux élevés d’IL-15 membranaire ont été détectés a la surface des macrophages et
des neutrophiles dans d’autres maladies pulmonaires, tels que la bronchite chronique, la
tuberculose et ’asthme (Muro et al., 2001; Komai-Koma et al., 2001). De plus, il a été
montré que les macrophages alvéolaires sécrétent de I’IL-15 dans la tuberculose, la
pneumonie et 1’alvéolite fibreuse cryptogénique (Zissel et al., 2000; Muro et al., 2001).
Finalement, la stimulation avec différents agents des cellules épithéliales humaines

fraichement isolées des bronches ou de la lignée épithéliale pulmonaire A549 augmente
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leur synthése et/ou leur sécrétion d’IL-15 (Stoeck e al., 1998; Stoeck et al., 2000; Ge et
al., 2004).

2.7.3 Maladies inflammatoire chroniques de I’intestin

Les deux maladies inflammatoires chroniques de I’intestin les plus communes sont la
maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. Il a ét€¢ montré que les patients atteints de 1’une
ou l’autre de ces maladies ont une augmentation du pourcentage de cellules
mononucléées du sang périphérique exprimant I’IL-15, pourcentage qui diminue lors du
traitement efficace des symptomes (Kirman et Nielsen, 1996). L’IL-15 a également été
détectée dans les tissus provenant de la muqueuse rectale, ainsi que dans les
macrophages, les cellules mononucléées et les cellules épithéliales des muqueuses (Sakai
et al., 1998; Vainer et al., 2000; Liu ef al., 2000; Nishiwaki et al., 2005). L’IL-15 peut
induire la production d’IFN-y et TNF-a par les lymphocytes T, ainsi que 1’activation et 1a
prolifération des cellules mononucléées et des cellules B productrices d’IgG de la paroi
intestinale (Sakai ef al., 1998; Liu et al., 2000; Nishiwaki e? al., 2005). L’IL-15 peut donc
étre impliqué dans la pathogénése des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin en

activant les cellules immunitaires des muqueuses.

2.7.4 Autres maladies inflammatoire et auto-immunes

Une production élevée d’IL-15 a été détectée dans diverses maladies, incluant différentes
formes d’hépatite, des maladies musculaires inflammatoires (polymyosite et
dermatomyosite), le lupus érythémateux systémique, 1’athérosclérose, la sclérose
systémique, la sclérose en plaques, le diabéte auto-immun et les dermatoses bulleuses
(Kakumu et al., 1997; Kivisakk et al., 1998; Pashenkov et al., 1999; D'Auria ef al., 1999;
Wauttge et al., 2001; Aringer ef al., 2001; Tokushige et al., 2002; Sugiura et al., 2002;
Blanco-Jerez et al., 2002; Wallstrom et al., 2003; Lukic ef al., 2003; Wang et al., 2005).
Le rdle exact de I’'IL-15 dans le développement et la progression de ces maladies reste

encore a étre déterminé.
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2.7.5 Cancers

L’IL-15 a été détecté dans différentes tumeurs et lignées cancéreuses et un role dans la
propagation des tumeurs lui serait attribué (Doucet ef al., 1997; Tinhofer et al., 2000;
Kukita et al.,, 2002; Kuniyasu ef al., 2003; Gravisaco et al., 2003). De fait, il a été
démontré que I’IL-15 agit comme un facteur de croissance et de survie pour les cellules
provenant de différents types de cancer, dont I’ATL, le lymphome cutané, le néoplasme
des cellules NK, le cancer colorectal, 1a leucémie myéloide aigué, le myélome multiple, la
leucémie lymphoide B chronique et la leucémie a tricholeucocytes (Trentin et al., 1996;
Meazza et al., 1998; Yamada et al., 1998; Tinhofer et al., 2000; Kuniyasu e? al., 2001
Kukita et al, 2002; Yamasaki er al, 2004). L’augmentation de protéines
anti-apoptotiques et I’activation constitutive de différents facteurs de transcription
seraient impliquées dans la prolifération et la survie des cellules cancéreuses par I’'IL-15
(Qin et al., 1999; Qin et al., 2001). De plus, I’'[L-15 produite par les cellules tumorales
permet de diminuer 1’expression de surface de la molécule HLA de classe I, molécule qui
est impliquée dans la reconnaissance de cellules de mélanome par le systéme immunitaire
(Barzegar ef al., 1998). 1l a également été suggéré que la prostaglandine E; (PGE;) , un
médiateur immunosuppressif sécrété dans 1’environnement tumoral, inhibe 1’activation
des fonctions des cellules NK par I’IL-15 en diminuant I’expression de la chaine CD132 a
leur surface (Joshi er al., 2001). L’IL-15 peut donc jouer un rdle autant dans la
prolifération et la propagation tumorale que dans les mécanismes d’évasion tumorale de

la surveillance du systéme immunitaire.



33

3. L’interleukine-21

3.1 Découverte de la cytokine et de son récepteur

L’IL-21 et son récepteur spécifique ont récemment été découverts par deux équipes.
L’équipe de Ozaki (2000) a identifié I’'[L-21Ra par le criblage d’un chromosome
artificiel bactérien (bacterial artificial chromosome) correspondant au chromosome
16p12 et a provisoirement appelé ce nouveau récepteur NILR (novel interleukin receptor)
(Ozaki et al., 2000). L’équipe de Parrish-Novak (2000) a quant 3 elle identifié I’'TL-21Ra.
par le criblage d’une banque d’EST (expressed sequence tag) et a localisé le récepteur sur
le chromosome humain 16pl1. Le milieu de culture de plus de 100 lignées cellulaires
différentes (primaires et immortalisées) a ensuite été utilisé pour stimuler la lignée
cellulaire BaF3 exprimant ce nouveau récepteur. Un facteur de prolifération provenant du
milieu de culture de cellules T CD3" activées par les agents mitogénes PMA/ionomycine
a été identifié, purifié et désigné IL-21 (Parrish-Novak et al., 2000).

3.2 Caractéristiques de ’'IL-21

3.2.1 Géne

Le géne de 5 exons codant pour I’IL-21 humaine est situé sur le chromosome 4q26-27 a
180 kb du géne codant pour I'TL-2. La présence des génes de I'IL-21, de I'IL-2 et de
I’IL-15 dans la méme région chromosomale (le géne de I'IL-15 est situé sur le
chromosome 4q31) et un emplacement similaire de leurs introns suggérent que ces trois
génes pourraient provenir de la duplication d’un méme géne (Parrish-Novak et al., 2000;
Parrish-Novak et al., 2002).
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3.2.2 Structure

L’IL-21 posséde une certaine homologie avec I’IL-15 puisque les formes humaines de ces
deux cytokines partagent 25% d’acides aminés identiques au niveau de leur séquence.
L’ADNc de I’'TL-21 code pour un précurseur polypeptidique de 162 acides aminés. La
forme mature de I’TL-21 consiste en un polypeptide de 131 acides aminés avec une masse

moléculaire calculée de 15 kDa (Parrish-Novak et al., 2000).
3.2.3 Distribution

L’ARNm de I'IL-21 a été détecté dans les lymphocytes T CD4", mais est absent dans les
cellules CD8*, les lymphocytes B CD19*, les monocytes CD14" et les cellules
dendritiques (Parrish-Novak e al., 2000; Brandt ef al., 2003a). L’expression protéique de
’IL-21 semble restreinte aux lymphocytes T CD4" activés par le PMA ou par des
anticorps anti-CD3 et anti-CD28 (Parrish-Novak et al., 2000). Plus récemment, il a été
démontré que I'IL-21 était préférentiellement exprimé par les cellules T CD4"

différenciées en un phénotype Th2 (Wurster ef al., 2002).
3.2.4 Mécanismes de régulation

Il a été montré qu’une mobilisation de calcium est suffisante pour induire la sécrétion
d’IL-21 par les lymphocytes T préactivés (Kim et al., 2005a). De plus, ’expression
d’IL-21 par les cellules T CD4" de type Th2 résulte de la liaison spécifique du facteur de
transcription NF-ATc2 au promoteur de I'IL-21. Dans les cellules de type Thl,
’activation du facteur de transcription T-bet (T-box expressed in T cells) diminue la
transcription de 1’IL-21 en inhibant la liaison de NF-ATc2 au promoteur (Mehta et al.,
2005).
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3.3 Caractéristiques de 'IL-21R

3.3.1 Géne

Le geéne de 9 exons codant pour I’'IL-21Ra est situé sur le chromosome 16 chez 1’humain
et est adjacent a I'IL-4Ra (Parrish-Novak et al., 2000). L’IL-21Ra humaine posséde une
certaine homologie avec CD122 (29% d’identité, 46% de similarité) (Ozaki et al., 2000).

3.3.2 Structure

L’analyse de la séquence en acides aminés de la portion cytoplasmique révéle la présence
de motifs Box I et Box 2, des sites de liaison des kinases Jak et de six résidus tyrosine. De
plus, la tyrosine carboxy-terminale est située & 1’intérieur d’un motif YXXQ, un site de
liaison potentiel pour les facteurs de transcription STAT. La masse moléculaire calculée
de I'IL-21Ra est de 60 kDa. La protéine posséde plusieurs sites de glycosylation

potentiels et sa masse moléculaire observée varie de 60 a 100 kDa (Ozaki et al., 2000).

3.3.3 Distribution

L’ARNm de I'IL-21Ra est détectable par hybridation de type Northern dans les tissus
lymphoides, incluant les lymphocytes du sang périphérique, la rate et le thymus (Parrish-
Novak et al., 2000; Ozaki et al., 2000). La forme protéique de I’'IL-21Ra est exprimée par
différents types cellulaires dont les cellules B, T (CD4" et CD8"), NK et dendritiques et
son expression peut étre modulée lors de 1’activation des cellules (Ozaki et al., 2000;
Parrish-Novak et al., 2002; Strengell et al., 2004).
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3.3.4 Liaison de I’'IL-21 2 son récepteur

Lors de la liaison de I’'IL-21 & son récepteur, la partie intracytoplasmique de I'IL-21Ra.
s’homodimérise et se lie a la chaine CD132, composante indispensable de I'TL-21R
(Ozaki et al., 2000; Asao et al., 2001; Habib et al., 2002). 11 a été montré que I'IL-21 se
lie 4 un épitope de la chaine CD132 qui chevauche I’épitope de liaison de 'TL-4 (Zhang
etal., 2003).

3.4 Effets biologiques de 'TL-21
3.4.1 Développement du systéme immunitaire

La génération de souris déficientes pour I'IL-21Ra (IL-21Ro™) a permis de montrer que
’IL-21 n’est pas essentiel & I’hématopoiése. Ces souris sont viables et fertiles et
présentent un développement normal des compartiments lymphoide et myéloide (Kasaian
et al., 2002; Ozaki et al., 2002). L’IL-21 semble toutefois jouer un rdle important dans la
régulation de la production d’immunoglobulines, tel que le démontre les souris IL-21Ra™
et les souris transgéniques surexprimant I’IL-21 (tableau IT) (Ozaki et al., 2002; Ozaki et
al., 2004).

3.4.2 Cellules du systéme immunitaire

L’IL-21 joue un rdle important dans la modulation des fonctions du systéme immunitaire.
11 a été montré que I’'IL-21 module les fonctions des lymphocytes B, des lymphocytes T,
des cellules NK et des cellules dendritiques (Habib ef al., 2003). Les effets pléiotropiques
de I'IL-21 semblent dépendre du type cellulaire et de son état de différenciation et
d’activation. Il a2 méme été suggéré que I’'IL-21 serait un régulateur-clé dans la transition
entre la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire acquise (Kasaian et al.,
2002). La figure 5 résume les effets de I'[L-21 sur les différentes cellules du systéme

immunitaire.
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Figure 5 : Effets biologiques de I’'TL-21 : régulateur-clé dans la transition entre la
réponse immunitaire innée et acquise. L’IL-21, produite par les lymphocytes T CD4",
active (=) ou inhibe (L) les fonctions des lymphocytes B, des lymphocytes T, des
cellules NK et des cellules dendritiques. Elle est impliquée, entre autre, dans la
stimulation des fonctions effectrices des lymphocytes T, ’activation fonctionelle des
cellules NK et la régulation de la production d’immunoglobulines par les lymphocytes B.
Le role de I'IL-21 dans D’activation des cellules de type myéloide (neutrophiles,
monocytes et macrophages) et son rdle potentiel dans I’inflammation sont encore
inconnus.
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3.4.2.1 Cellules NK

11 a été montré que I’'IL-21 agit en synergie avec I'IL-15 et FL/FIt3-L (FMS-like tyrosine
kinase 3-ligand) afin d’augmenter la prolifération et la différenciation des progéniteurs
CD34" en cellules NK (Parrish-Novak ef al., 2000; Sivori et al., 2003). De plus, la liaison
de I’IL-21 a son récepteur entraine 1’activation de la voie Jak-STAT dans les cellules NK,
plus précisément les membres Jak-1, Jak-3, STAT-1, STAT-3 et STAT-4 (Strengell et al.,
2002; Strengell ef al., 2003). L’TL-21 augmente également la prolifération et les fonctions
effectrices des cellules NK matures, tout en potentialisant leur production d’IFN-y par un
mécanisme indépendant de NF-kB (Parrish-Novak et al., 2000; Kasaian et al., 2002;
Sivori et al., 2003; Strengell et al., 2003; Toomey et al., 2003; Vollmer et al., 2005). Par
contre, I’IL-21 peut restreindre 1’activation des cellules NK en inhibant I’expansion des
cellules naives tout en augmentant 1’apoptose des cellules matures. Cette propriété de

I’IL-21 permet donc de limiter la réponse innée (Kasaian et al., 2002; Brady et al., 2004).
3.4.2.2 Lymphocytes T

Dans les lymphocytes T, il a été montré que I'IL-21 active Jak-1, Jak-3, STAT-1,
STAT-3, STAT-4 et STAT-5 (Asao et al., 2001; Strengell et al., 2002; Strengell et al.,
2003; Ueda et al., 2005). De plus, I’IL-21 stimule la prolifération des cellules T dans des
conditions de co-stimulation avec un anticorps anti-CD3, I’IL-2, I’'IL-7 et I’'IL-15, mais
n’a aucun effet sur leur prolifération en absence d’un signal de co-stimulation (Parrish-
Novak et al., 2000; Eberl et al., 2002a). L’IL-21 ne semble toutefois pas essentielle a une
réponse maximale de prolifération induite par le TCR, puisque les lymphocytes d’une
souris IL-21Ro™ proliférent normalement suite a la liaison du TCR (Kasaian et al., 2002;
Ozaki et al., 2002). 11 a été suggéré que I’'IL-21 soit a la fois un régulateur négatif et
positif de I’expansion clonale des lymphocytes T et ce, selon 1’isoforme du TCR. Il a été
montré que I’IL-21 favorise la différenciation des cellules T d’isoforme TCR v vers le
phénotype mémoire alors qu’elle inhibe complétement la différenciation induite par
I’IL-15 des cellules CD8" (TCR d’isoforme af) vers le type mémoire (Kasaian et al.,
2002; Eberl et al., 2002b). Il a été montré que I’'IL-21 augmente la transcription de
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nombreux génes impliqués dans I’immunité innée, i.e. CD25, IL-12Rf2, IL-18R et T-bet,
et stimule la production d’IFN-y par les lymphocytes T (Strengell et al., 2002; Strengell et
al., 2003). Toutefois, I'IL-21 inhibe le développement des cellules productrices d’TFN-y
de type Thl, suggérant que cette cytokine permet d’amplifier une réponse de type Th2
(Wurster et al., 2002). L’IL-21, seule ou en combinaison avec I'IL-15, augmente aussi les
fonctions cytotoxiques des cellules CD8" et augmente leur production d’IFN-y (Kasaian
et al., 2002; van Leeuwen ef al., 2002; Ma et al., 2003; Di Carlo et al., 2004; Zeng et al.,
2005; Alves et al., 2005).

3.4.2.3 Lymphocytes B

11 a été montré que I’IL-21 stimule les membres de la voie de signalisation Jak-STAT
dans les lymphocytes B, plus précisément Jak-1, Jak-3, STAT-1, STAT-3 et STAT-5
(Habib et al., 2002; Suto ef al., 2002). L’IL-21 active également ERK1/2, mais pas
NF-«kB (Brenne et al., 2002; Suto et al., 2002). Il a été montré que I’'IL-21 augmente,
d’une part, la prolifération induite par un anticorps anti-CD40 (mimant I’interaction
CD40-CD154 entre les cellules B et T) et inhibe, d’autre part, la prolifération induite par
1’TL-4 et un anticorps anti-IgM (mimant ’activation du BCR) (Parrish-Novak et al., 2000;
Ozaki et al., 2004). L’IL-21 joue également un rdle important dans la régulation de la
production d’immunoglobulines et de la permutation de classes. En effet, I'TL-21 induit la
différenciation de cellules B en plasmocytes et augmente la production d’IgG tout en
inhibant celle d’IgE (Kasaian ef al., 2002; Ozaki et al., 2002; Suto et al., 2002; Mehta et
al., 2004; Ozaki et al., 2004; Pene et al., 2004; Wood et al., 2004). L’IL-21 peut
également induire I’apoptose des cellules B activées (Mehta ef al., 2003; Jin et al., 2004).
Ainsi, selon un modele proposé par Jin et ses collaborateurs (2004), I’IL-21 jouerait un
r6le-clé dans 1’élaboration d’une réponse efficace par les cellules B. D’une part, I'IL-21
maintiendrait la tolérance du soi en activant I’apoptose des lymphocytes B autoréactifs et,
d’autre part, entrainerait la prolifération, la différenciation et la production d’IgG par les

lymphocytes B recevant des signaux de co-stimulation (Jin ef al., 2004).
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3.4.2.4 Cellules dendritiques

I a été montré que I’IL-21 inhibe la maturation fonctionnelle des cellules dendritiques.
En effet, la présence d’IL-21 lors de la différenciation in vifro de cellules dendritiques
dérivées de 1a moelle osseuse a pour effet de générer des cellules dendritiques avec un
phénotype immature. Il a été montré que ces cellules dendritiques sont incapables
d’induire une hypersensibilité de contact médiée par les cellules T et d’entrainer la
prolifération des cellules T CD8" (Brandt ef al., 2003a; Brandt ef al., 2003b). Ces cellules
dendritiques immatures, mais fonctionelles, pourraient jouer un rdle dans I’induction de
I’anergie ou dans la régulation de la différenciation des lymphocytes T naifs vers un

phénotype suppresseur (Mehta e? al., 2004).

3.4.2.5 Cellules myéloides

Les effets de I'IL-21 sur les cellules myéloides sont peu connus. Il a été montré que
PIL-21Ra est exprimé par les macrophages provenant du tissu synovial de patients
atteints d’arthrite rhumatoide (Jungel ef al., 2004). De plus, chez les souris transgéniques
surexprimant I’IL-21, il y a accumulation de neutrophiles et de macrophages dans certains
tissus, ainsi qu’une augmentation de cellules myéloides dans la rate et dans la moelle
osseuse (observations non publiées décrites dans Parrish-Novak e? al., 2002). Finalement,
I’analyse de souris transgéniques surexprimant la forme murine de I’'IL-21 sous le
contrdle du promoteur de CMH de classe I démontre la présence d’une population de
cellules myéloides immatures dans les organes lymphoides secondaires ainsi qu’une
lymphopoiése et une érythropoiése réduites, entrainant la mort de 75% des souris durant
les deux premiéres semaines de leur vie (Allard ef al., 2004). Ces résultats suggérent un
rdle possible de I'IL-21 dans la différenciation des précurseurs hématopoiétiques vers la

lignée myéloide et également leur activation.
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3.5 Utilisations thérapeutiques possibles de ’'TL-21

3.5.1 Traitement des allergies et de I’asthme

Une étude intéressante a montré que 1’administration in vivo de I'IL-21 & des souris
immunisées avec de 1’ovalbumine entrainait une diminution de la production d’IgE et du
recrutement d’éosinophiles dans les voies respiratoires des souris ayant inhalés de
’ovalbumine (Suto et al., 2002). Ainsi, comme la production d’IgE et le recrutement
d’éosinophiles sont impliqués dans les allergies et 1’asthme, leur régulation par I'IL-21 est
d’intérét thérapeutique pour le traitement de ces maladies (Ozaki et al., 2002; Hamid es
al., 2003; Shakoory et al., 2004; Wood et al., 2004).

3.5.2 Applications anti-tumorales

Il a été montré que 1’IL-21 favorise le développement d’une immunité anti-tumorale en
stimulant I’activité des cellules NK et/ou des lymphocytes T CD8" (Wang et al., 2003;
Kishida et al., 2003; Moroz et al., 2004; Brady ef al., 2004; Zeng et al., 2005; Nakano ef
al., 2005). De plus, comme dans le cas de I'IL-15, I’injection dans une souris de différents
mélanomes génétiquement modifiés pour sécréter de I’IL-21, seule ou en combinaison
avec d’autres cytokines, entraine un retard de la croissance de la tumeur ou son rejet
complet par ’activation des cellules NK et/ou des cellules T CD8" (Ugai et al., 2003b;
Ma et al., 2003; Ugai et al., 2003a; Di Carlo et al., 2004; Shan et al., 2004). Les
propriétés anti-tumorales de I’TL-21 ont d’ailleurs incité la compagnie Novo Nordisk a
effectuer des essais cliniques sur ’humain. Une étude de phase I/II sur une quarantaine de
personnes atteintes d’un mélanome de la peau a débuté en septembre 2004 en Australie.
La compagnie entrevoit également utiliser I'IL-21 dans le traitement d’un carcinome

rénal (Novo Nordisk, 2004).
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3.6 Role de ’IL-21 dans les maladies inflammatoires, auto-immunes et le cancer

L’expression de I’'IL-21 semble importante pour le développement d’une réponse
immunitaire adéquate. La production excessive de cette cytokine peut toutefois étre
néfaste, puisque 1’IL-21 serait impliquée dans certaines maladies inflammatoires et auto-

immunes ainsi que dans certains types de cancer.

3.6.1 Arthrite rhumatoide

11 a été démontré que I'IL-21Ra est exprimé par les fibroblastes et les macrophages dans
le synovium de patients atteints d’arthrite rhumatoide. L’expression du récepteur est
associée au phénotype activé des fibroblastes synoviaux. L’IL-21 n’a toutefois pas été
détectée dans le liquide synovial (Jungel ef al., 2004). Dans un modé¢le d’arthrite chez la
souris et le rat, ’ARNm de I'IL-21Ra a été détecté au niveau des cellules épidermales,
des fibroblastes, des macrophages, des synoviocytes, des ostéoblastes et des lymphocytes.
Aucune expression de ’ARNm de I’'TL-21Ra. n’a été détectée dans les neutrophiles. Une
augmentation de I’expression de ’ARNm de I’'IL-21 dans les macrophages et les
lymphocytes, mais pas dans les neutrophiles, a également été observée deux semaines
aprés I’immunisation avec du collagéne. L’injection d’un récepteur soluble qui neutralise
’activité biologique de I'TL-21 a permis de réduire considérablement les signes cliniques
de I’arthrite chez la souris et le rat, i.e. diminution significative de I’inflammation sévére
dans les pattes et diminution de la prolifération et de la sécrétion de cytokines par les
lymphocytes T activés (Young et al., 2004). Ces résultats suggérent que le blocage de
I’IL-21 ou de son récepteur pourrait constituer une cible intéressante pour le traitement de
"arthrite rhumatoide.

3.6.2 Sclérose systémique
La sclérose systémique ou sclérodermie est une maladie caractérisée par une production

excessive de collagéne au niveau de la peau et des organes internes. L'infiltration de

collagéne dans les poumons, les intestins, le coeur ou les reins cause le durcissement de
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ceux-ci et entraine une diminution de leurs fonctions (Tamby et al., 2003). L’IL-21Ra a
été détecté dans I’épiderme de patients atteints de sclérose systémique, plus
spécifiquement au niveau des kératinocytes. De plus, le récepteur était co-exprimé avec le
VEGF (vascular endothelial growth factor), responsable de la morphophologie altérée
des vaisseaux sanguins de la peau (Distler et al., 2005). Ces résultats suggérent que la
signalisation par I’I[L-21Ra pourrait contribuer & la pathogénése de la sclérose

systémique.

3.6.3 Maladie de Crohn

La maladie de Crohn est caractérisée par la présence d’une inflammation chronique dans
I’appareil digestif. Les lymphocytes activés de type Thl jouent un réle central dans la
pathogénése de la maladie, de par la production de TNF-a, d’IFN-y et d’IL-12 qui
entrainent les dommages tissulaires observés chez les patients (Bouma et Strober, 2003).
Il a récemment été suggéré que 1’IL-21 pourrait contribuer a la pathogénése de la maladie
de Crohn. L’IL-21 a en effet été détecté aux sites inflammatoires des patients et son
expression est augmentée en présence d’IL-12. De plus, la neutralisation de 1’'IL-21
diminue la phosphorylation de STAT4 et T-bet, inhibant du méme coup la production
d’TFN-y (Monteleone et al., 2005). Ainsi, I'IL-21 pourrait contribuer & la réponse

soutenue des cellules Th1 dans la maladie de Crohn.

3.6.4 Diabéte auto-immun

L’expression de niveaux élevés d’IL-21 et d’IL-21Ra par les cellules T activées a
récemment été observée chez la souris NOD (nonobese diabetic), un modéle de diabéte
auto-immun. Il a été suggéré que I’'IL-21 entraine I’apoptose de la majorité des cellules T
exprimant I’TL-21Ra menant & la lymphopénie observée chez ces mémes souris. Par
ailleurs, les cellules T exprimant un TCR de forte avidité pour un antigéne, par exemple
les cellules autoréactives contre des antigénes exprimés par les ilots pancréatiques,
échappent a I’apoptose induite par I’'IL-21. Ces cellules activées par 1’'IL-21 profitent

d’une baisse de compétition pour des cellules présentatrices d’antigéne, ce qui entraine



45

I’émergence de cellules effectrices pouvant réagir contre le soi. La production excessive
d’IL-21 favoriserait donc le développement de ’auto-immunité (King et al., 2004;
Gallegos et Bevan, 2004; Marleau et Sarvetnick, 2005). Une production excessive de
IIL-21 a également été observée dans un autre type de maladie auto-immunitaire, le

lupus érythémateux (Ozaki et al., 2004; Vinuesa et al., 2005).

3.6.5 Cancers

L’IL-21 pourrait jouer un réle dans certains types de cancer. L’IL-21 serait un facteur de
croissance et de survie pour le myélome multiple, c’est-a-dire une néoplasie des
plasmocytes (Brenne er al., 2002). Le géne codant pour I’'[L-21Ra a également été
associé aux translocations de BCL-6 dans le lymphome diffus de grosses cellules B
(diffuse large B-cell lymphoma). Ainsi, ’expression de I'IL-21Ra dans ces cellules
pourrait promouvoir 1’expression inappropriée du géne transloqué de BCL-6, conduisant
a la tumorigénése (Ueda et al., 2002). L’expression d’un IL-21Ra fonctionel par les
lymphocytes T de patients atteints de I’ATL suggére également un rdle a I’'IL-21 dans la
pathophysiologie de cette leucémie (Ueda et al., 2005).
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4. Les neutrophiles

4.1 Le développement des neutrophiles

4.1.1 L’hématopoiése

Le processus responsable de la production des cellules sanguines se nomme
I’hématopoiése. L’hématopoiése embryonnaire est extramédullaire de la 3° a la 20°
semaine de développement, d’abord localisée dans la vésicule vitelline puis dans le foie.
Cette derniére débute a la 5° semaine de développement et est essentiellement orientée
vers I’érythropoiése (90% des cellules hématopoiétiques matures du foie feetal sont des
érythroblastes). Ce n’est qu’a partir de la 15° semaine de développement que la moelle
osseuse prend le relais du foie feetal et devient hématopoiétique. L’hématopoiése chez
I’homme adulte a ainsi lieu dans la moelle osseuse au niveau des cavités osseuses
(sternum, cotes, vertébres, sacrum, os longs) (Tavian et Peault, 2005). On retrouve trois
types majeurs de cellules dans la moelle osseuse : les cellules souches pluripotentes ou
multipotentes, les cellules progénitrices et les cellules matures ou en voie de le devenir.
Les cellules pluripotentes ont la capacité de se diviser et de se différencier en cellules
sanguines de toutes les lignées. Les cellules progénitrices peuvent proliférer et se
différencier en une lignée spécifique alors que les cellules matures ou en voie de le
devenir sont différenciées en un type cellulaire particulier. La prolifération et la
différenciation des cellules hémoatopoiétiques sont assurées par des facteurs de
stimulation spécifique : les facteurs de croissance hématopoiétiques (colony-stimulating
factors - CSF) et les interleukines. Le GM-CSF, le G-CSF, le M-CSF, ainsi que I'IL-3
(également appelé multi-CSF ou hématopoiétine multi-spécifique), I'TL-5, I’'IL-6, I'IL-7,
PIL-11, KL (c-kit ligand ou stem-cell factor) et 1’érythropoiétine sont quelques-uns de ces
régulateurs de ’hématopoiése. Selon les différents facteurs de régulation affectant les
cellules souches pluripotentes, celles-ci se différencient en cellules myéloides ou
lymphoides (Metcalf, 1993; Vose et Armitage, 1995; Barreda et al., 2004).
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4.1.2 La production de neutrophiles

Le processus d’hématopoiese dans la moelle osseuse génére majoritairement des
neutrophiles. En effet, une personne normale produit environ 0,9 x 10° neutrophiles/kg de
poids corporel/jour et la réserve de neutrophiles dans le sang est renouvelée environ 2,3
fois par jour. La concentration sanguine se situe entre 3 et 5 x 10° neutrophiles/mL.
(Cannistra et Griffin, 1988; Edwards, 1994). La production de neutrophiles peut
cependant augmenter dramatiquement (jusqu'a 10 fois) dans le cas d’une infection ou
d’un stress (Boggs, 1967). Les neutrophiles ne subsistent que de 4 a 10 heures dans la
circulation sanguine, & moins qu’ils ne soient recrutés vers les tissus (Bicknell et al.,
1994). L’activation des neutrophiles et la présence de différents facteurs au site
inflammatoire peuvent augmenter leur demie-vie d’une a deux journées. En absence
d’infection ou de stress, les neutrophiles meurent par apoptose et sont éliminés par les
macrophages dans les poumons, la rate et le foie (Bicknell et al., 1994; Shi et al., 1996;
Shi et al., 2001; Brazil et al., 2005).

4.1.3 Les étapes de maturation des neutrophiles

La présence de G-CSF, GM-CSF, M-CSF, KL, IL-3 et IL-6 va induire la différenciation
des cellules souches pluripotentes en cellules progénitrices de la lignée neutrophilique
puis en neutrophiles matures. En moyenne, 14 jours sont nécessaires pour la division et la
maturation des cellules progénitrices en neutrophiles matures (Cartwright ef al., 1964).
Les cellules vont alors acquérir les phénotypes de myéloblastes, de promyélocytes, de
myélocytes, de métamyélocytes puis de neutrophiles immatures dits « band » avant de
devenir des neutrophiles matures ou segmentés (Cartwright ef al., 1964, Bainton et al.,
1971; Metcalf, 1993). Les myéloblastes sont des cellules trés peu différenciées qui ont la
capacité de proliférer et qui possédent un gros noyau ovale ainsi qu’un cytoplasme
dépourvu de granules. Ce premier stade de différenciation est suivi de deux étapes avec
synthése de granules : les promyélocytes et les myélocytes. Les promyélocytes sont
caractérisés par 1’acquisition d’un grand nombre de granules appelés azurophiliques ou

primaires et contenant la myéloperoxydase. Les myélocytes sont quant & eux caractérisés
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par la synthése et I’accumulation des granules spécifiques ou secondaires. La mitose est
encore possible pour les myélocytes, mais les granules primaires sont réparties également
entre les cellules-filles issues de cette division. Les métamyélocytes et les neutrophiles
« band » sont incapables de se diviser et ne synthétisent plus aucun granule. Ils sont
identifiables par la forme du noyau, leur contenu en granules et la présence de peu de
mitochondries. Ces cellules se développent en neutrophiles matures, caractérisés par leur
noyau multilobé de deux a quatre segments et leur cytoplasme contenant du glycogéne et
des granules (entre 200 et 300 granules, avec deux fois plus de granules spécifiques que
de granules azurophiliques). Sur 100 cellules nucléées produites dans la moelle osseuse,
2% sont des myéloblastes, 5% des promyélocytes, 12% des myélocytes, 22% des
métamyélocytes et des neutrophiles « band » et 20% des neutrophiles matures. Ainsi,
environ 60% des cellules nucléées produites dans la moelle osseuse appartiennent a la
lignée des neutrophiles (Bainton et Farquhar, 1968; Bainton et al., 1971). La figure 6
schématise le cycle biologique des neutrophiles, de leur développement dans la moelle

osseuse jusqu’a leur élimination par les macrophages.
p

4.2 Les fonctions des neutrophiles

4.2.1 La chimiotaxie

Lors de I’inflammation, les neutrophiles sont attirés au foyer inflammatoire par des
chimioattractants ou substances chimiotactiques. Parmi ces composés, on retrouve des
chimiokines, dont CXCL8/IL-8, CXCL1/GROo/KC, CXCL2/GROB/MIP-2,
CXCL3/Groy et CXCL5/ENA-78, qui sont libérées par les leucocytes, les cellules
endothéliales, les plaquettes et certaines espéces bactériennes (Yoshimura ef al., 1987,
Balkwill et Burke, 1989; Balentien et al., 1990; Walz et al., 1991; Geiser et al., 1993;
Gijsbers et al., 2005). En présence de chimioattractants, les neutrophiles vont ralentir puis
rouler sur la paroi endothéliale des vaisseaux sanguins par un mécanisme dépendant de
I’interaction des sélectines et des hydrates de carbone a la surface des neutrophiles et des
cellules endothéliales. Par exemple, les neutrophiles se lient faiblement aux hydrates de

carbone de I’endothélium via CD62L (sélectine-L) et, inversement, les cellules



Myéloblaste ~ Promyélocyte = Myélocyte

Phase mitotique (7,5 jours)

Phase post-mitotique (6,5 jours)
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Figure 6: Représentation du cycle biologique des neutrophiles. Les stades de
développement de la lignée neutrophilique dans la moelle osseuse sont les myéloblastes,
les promyélocytes, les myélocytes, les métamyélocytes, les neutrophiles immatures dits
«band » et les neutrophiles matures. Les neutrophiles transitent alors par le sang, o ils
ne subsistent que de 4 & 10 heures, & moins d’étre recrutés par les tissus. L’activation des
fonctions des neutrophiles et la présence de différents facteurs au site inflammatoire
peuvent augmenter leur demie-vie d’une a deux journées. En absence d’infection ou de
stress, les neutrophiles meurent par apoptose et sont éliminés par les macrophages dans
les poumons, la rate et le foie.
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endothéliales se fixent & certains hydrates de carbone des neutrophiles comme CD15s
(sialyl-Lewis x) via CD62P (sélectine-P) et CD62E (sélectine-E) (Polley et al., 1991). Les
chimiokines libérées par les cellules environnantes vont alors induire ’activation des
neutrophiles et la régulation de leurs intégrines, indispensables & une liaison solide a
I’endothélium. Parmi ces intégrines, notons CD11a/CD18 (LFA-1) et CD11b/CDI18
(Mac-1) qui permettent ’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales exprimant
CD50 (ICAM-1) et CD54 (ICAM-3) (Tonnesen, 1989; Smith, 1993). Survient finalement
la diapédése, ou les neutrophiles projettent des pseudopodes (prolongements
cytoplasmiques) dans les jonctions intercellulaires des cellules endothéliales afin de se
glisser dans D’ouverture en se déformant. Les neutrophiles continuent ensuite leur
migration vers le site d’infection en suivant le gradient de chimioattractants (figure 7)

(Huber et al., 1998-1999).

4.2.2 La phagocytose

La phagocytose est le plus important mécanisme de défense de I’hdte contre les
microenvahisseurs. Ce processus par lequel les particules sont éliminées du milieu
extracellulaire est propre a plusieurs types cellulaires, tels I’épithélium pigmenté de I’ceil,
les cellules dendritiques de la peau et les cellules de Kupffer du foie. 1l existe toutefois
des phagocytes dits « professionnels » dont la phagocytose est la principale fonction. Les

neutrophiles et les macrophages font partie de ces cellules (Lennartz, 1999).

La premiére étape dans le processus de phagocytose est la reconnaissance et
I’attachement de la particule ou du microorganisme a la surface de la cellule. La
reconnaissance du corps étranger est grandement augmentée par la présence d’opsonines,
¢’est-a-dire des molécules qui se fixent sur les microorganismes et qui les rendent plus
propices a étre phagocytés. Parmi les opsonines, on retrouve les immunoglobulines, les
fragments du complément, la fibronectine et certaines protéines de la phase aigué (comme
la protéine C-réactive). Les neutrophiles et les monocytes/macrophages possédent a leur
surface une variété de récepteurs utiles pour la phagocytose, parmi lesquels le récepteur

mannose, les récepteurs pour les fragments C3b et iC3b du complément et les récepteurs
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Figure 7 : Etapes de la migration des neutrophiles dans les tissus. Les neutrophiles, en
présence de chimioattractants, vont d’abord ralentir puis rouler sur la paroi endothéliale
par I'interaction des sélectines et des hydrates de carbone i la surface des neutrophiles et
des cellules endothéliales. Les neutrophiles vont ensuite adhérer a la paroi endothéliale
par l'interaction entre les intégrines des neutrophiles et les molécules d’adhésion des
cellules endothéliales. Les cellules vont finalement transmigrer par le phénomeéne de
diapédése en se comprimant dans I'interstice entre des cellules adjacentes. Les
neutrophiles continuent alors de migrer en direction du site de I’infection en suivant le
gradient de chimioattractants. Les neutrophiles vont activer leur arsenal bactéricide et
tenter d’éliminer les microorganismes présents.

pour le fragment Fc des IgGs (FcyRI, FcyRII et FcyRIII) (Lennartz, 1999; Witko-Sarsat ez
al., 2000).

Apres la fixation du pathogéne a la surface de la cellule, des pseudopodes peuvent étre
formés autour de la particule afin d’internaliser le corps étranger. Le pathogéne sera

éventuellement englouti dans une vésicule phagocytaire dérivée de la membrane
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cellulaire appelée phagosome. Les granules cytoplasmiques (les lysosomes) vont
fusionner avec cette vésicule afin de former un phagolysosome. Ces granules contiennent
des enzymes capables de générer des métabolites réactifs dérivés de I’oxygéne et de
’azote ainsi que des enzymes protéolytiques, des enzymes hydrolytiques et des
peroxydases. La NADPH oxydase (génére des anions superoxydes (0O2)), la
myéloperoxydase (génére de ’acide hypochloreux (HOCI)), I’élastase, le lysozyme, la
gélatinase et les défensines sont des exemples de protéines contenues dans ces granules.
Suite a la formation du phagolysosome, le contenu des granules est reliché a I’intérieur
de la vésicule afin d’attaquer les membranes, les protéines et les acides nucléiques des
microorganismes dans le but de les éliminer (Lennartz, 1999; Witko-Sarsat ef al., 2000;
Lee et al., 2003; El-Benna et al., 2005). Il a été montré que la génération de O, par la
NADPH oxydase requiert des protons contenus dans la vacuole, ce qui éléve le pH & un
niveau optimal pour les protéases neutres. Ces protéases sont également activées par les
ions K* qui pénétrent dans la vacuole afin de compenser la perte de protons. Le milieu
hypertonique ainsi créé entraine la solubilisation des protéases cationiques de la matrice
des granules. La nécessité d’un environnement alcalin et hypertonique permet également
de restreindre la toxicité de ces protéines au compartiment vacuolaire, limitant ainsi les
dommages aux tissus environnants (Segal, 2005). La figure 8 illustre I’activation de

I’arsenal bactéricide du neutrophile lors de la phagocytose.

4.2.3 La synthése de cytokines et de chimiokines

Les neutrophiles matures ont traditionellement été caractérisés comme étant des cellules
terminalement différenciées n’ayant peu ou pas la capacité de synthétiser de ’ARN et des
protéines. En effet, la durée de vie relativement courte des neutrophiles, le peu de
réticulum endoplasmique et de ribosomes et la nature condensée de la chromatine
semblait indiquer que le noyau n’était pas transcriptionnellement actif. Aujourd’hui, il est
reconnu que les neutrophiles matures sont capables d’effectuer la biosynthése des
protéines et que cette biosynthése peut étre rapidement augmentée dans le cadre d’une

réponse inflammatoire (Cassatella, 1999;Witko-Sarsat ef al., 2000). En plus de synthétiser
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Figure 8 : Schématisation de I’activation de I’arsenal bactéricide du neutrophile lors
de la phagocytose. Suite & la reconnaissance d’Ig a la surface d’un pathogéne par le
neutrophile, ce demier va tenter de I’éliminer en effectuant la phagocytose. Des
pseudopodes peuvent se former afin d’internaliser le corps étranger. C’est lors de la
fusion du phagosome avec des lysosomes contenant des enzymes capables de générer des
métabolites réactifs dérivés de 1’oxygéne et de 1’azote (la NADPH oxydase et la
myéloperoxydase générent des anions superoxydes Oy, du peroxyde d’hydrogéne H,O; et
de I’acide hypochloreux HOCI par exemple) ainsi que des enzymes protéolytiques, des
enzymes hydrolytiques et des peroxydases que le pathogéne sera détruit.

des macromolécules participant directement a leurs fonctions effectrices, les neutrophiles
expriment une panoplie de cytokines et chimiokines. Parmi ces cytokines, on retrouve des
cytokines pro-inflammatoires (comme IL-1a, IL-1B, TNF-a et IL-12) et des cytokines
anti-inflammatoires (comme 1’antagoniste du récepteur a I’IL-1 - IL-1Ra et le TGF-§ -
transforming growth factor-f) (Tiku et al., 1986; Grotendorst et al., 1989; Dubravec et
al., 1990; Lord et al, 1991; Cassatella ef al, 1995). Les neutrophiles expriment
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également des chimiokines de la famille C-X-C (comme CXCL8/IL-8, CXCL1/GROua et

CXCL10/IP-10) et de la famille C-C (comme CCL3/MIP-1a et CCL4/MIP-1f3) (Bazzoni
et al., 1991; Kasama et al., 1993; Kasama e al., 1994; Gasperini et al., 1995; Cassatella
et al., 1997). La production de certaines cytokines et chimiokines ne représente souvent
que 10 4 20% du niveau de production par les monocytes (pour un méme nombre de
cellules). Toutefois, comme les neutrophiles sont les premiéres cellules & migrer vers un
site inflammatoire et, généralement, en nombre élevé, cette production peut étre suffisante
pour prolonger la réponse inflammatoire. Ces cytokines et chimiokines peuvent
promouvoir le recrutement de nouveaux neutrophiles, mais également I’accumulation et
I’activation subséquente des monocytes/macrophages, éosinophiles et lymphocytes au site

inflammatoire.

4.3 La lignée cellulaire HL-60 : un modéle pour I’étude de la myélopoiése

Les cellules ayant généré la lignée HL-60 ont été isolées du sang périphérique d’un
individu atteint de leucémie promyélocytaire aigué (Collins et al., 1977). Ces cellules
sont caractérisées par leur morphologie de myéloblastes et de promyélocytes, la présence
de lysozyme (marqueur enzymatique des leucocytes de la lignée neutrophilique et
monocytique), 1’absence de marqueurs lymphoides, leur faible activité phagocytaire et
chimiotactique ainsi que 1’expression de récepteurs de surface pour les fragments Fc des
immunoglobulines et le complément (Gallagher et al., 1979). Les cellules HL-60 ont la
propriété de répondre a différents stimuli chimiques et d’acquérir un phénotype
ressemblant 4 celui des neutrophiles, & celui des monocytes/macrophages, & celui des
éosinophiles et méme a celui des mégacaryocytes (Collins et al., 1978; Collins et al.,
1980; Griffin et al., 1982; Tanaka et al., 1982; Murao et al., 1983; Fischkoff ef al., 1984,
Tomonaga et al., 1986).

Certains composés polaires, comme le diméthyl sulfoxide — DMSO, et les dérivés de
I’acide rétinoique permettent aux cellules HL-60 d'acquérir un phénotype de neutrophile
(Collins et al., 1978; Breitman et al., 1980). Le phénotype mature des cellules HL-60

différenciées en neutrophile a été démontré par une variété de marqueurs de
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différenciation. Ces derniers incluent des changements morphologiques (apparition d’un
noyau segmenté), 1’augmentation ou réduction des fonctions (augmentation de la
phagocytose et de la chimiotaxie et réduction de la prolifération), la modulation de
I’expression de récepteurs de surface (expression de CD11b et CD15) et I’apparition ou la
disparition de certaines protéines (diminution de I’expression de la protéine
anti-apoptotique Bcl-2, augmentation de 1’expression de Fas et acquisition des membres
gp91phox, p67phox et p47phox du complexe de la NADPH oxydase) (Collins et al.,
1978; Gallagher et al., 1979; Newburger et al., 1984; Harris et Ralph, 1985; Collins,
1987; Rosmarin et al., 1989; Delia et al., 1992; Trayner et al., 1998; Hua et al., 2000,
Santos-Beneit et Mollinedo, 2000; Hauert ef al., 2002; Tsiftsoglou et al., 2003). L’un des
tests de différenciation des HL-60 les plus couramment utilisé est le test de réduction du
bleu de tétrazolium. En effet, lorsque les cellules HL-60 acquiérent le phénotype de
neutrophile, elles ont la capacité de réduire le bleu de tétrazolium griace a la génération
d’anions superoxydes par le complexe nouvellement formé de la NADPH oxydase
(Collins et al., 1980; Hua et al., 2000). La différenciation des HL-60 entraine également
leur apoptose spontanée via 1’augmentation de 1’expression des caspases et de la
sensibilité a la voie de signalisation apoptotique Fas (CD95), démontrant ainsi leur
similitude aux neutrophiles (Martin et al., 1990; Watson et al., 1997; Santos-Beneit et
Mollinedo, 2000; Vondracek et al., 2001). Il semblerait toutefois que le DMSO et les
dérivés de I’acide rétinoique induisent la différenciation des cellules HL-60 selon des
voies de signalisation distinctes. En effet, des différences ont été observées au niveau des
fonctions des cellules différenciées en un phénotype de neutrophile par ces différents
agents. Il a été démontré que le DMSO et les dérivés de 1’acide rétinoique induisent de
maniére semblable la phagocytose, 1’adhésion et la production de réactifs dérivés de
I’oxygéne, mais que des réponses atténuées sont obtenues pour les cellules HL-60
différenciées par les dérivés de 1’acide rétinoique en ce qui a trait a la chimiotaxie envers
le fMLP (Matzner ef al., 1987; Sham et al., 1995). Il a été montré que les protéines G ne
se lient pas aux récepteurs des peptides formylés dans les cellules HL-60 différenciées par
les dérivés de I’acide rétinoique (Erbeck et al., 1993). De plus, il a été montré que la
différenciation des cellules HL-60 par le DMSO induit ’expression de la GPI-80, une

protéine qui s’associe aux intégrines, alors que la différenciation par les dérivés de I’acide
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rétinoique ne I’induit pas (Takeda et al, 2003). Ainsi, I'utilisation du DMSO et des
dérivés de I’acide rétinoique lors de la différenciation des cellules HL-60 peut permettre

d’étudier les molécules impliquées dans la chimiotaxie des granulocytes.

La forme active de la vitamine D; (1,25-a-dihydroxyvitamine D;) permet la
différenciation des cellules HL-60 vers un phénotype de monocyte alors que le PMA
induit plutdt leur différenciation en un phénotype de macrophage (Tanaka et al., 1982;
Murao ef al., 1983). Selon 1’agent chimique utilisé, les cellules vont acquérir I’expression
de différents marqueurs enzymatiques (lysozyme pour les deux phénotypes) et marqueurs
de surface (CD11b pour les deux phénotypes et CD14 pour le phénotype de monocyte
seulement) ainsi qu’une modulation de leurs fonctions (baisse de la prolifération pour les
deux phénotypes et augmentation de la phagocytose et de 1’adhésion pour le phénotype de
macrophage seulement) (Huberman et Callaham, 1979; Harris et Ralph, 1985; Collins,
1987; Wang et al., 1991; Trayner et al., 1998; Tsiftsoglou et al., 2003). Les cellules
HL-60 représentent donc un modéle intéressant pour étudier les mécanismes impliqués
dans la différenciation, la maturation et les fonctions des neutrophiles et des

monocytes/macrophages.

4.4 Le modéle inflammatoire de la poche d’air : étude de la chimiotaxie in vivo

L’injection sous-cutanée d’air stérile dans le dos des rongeurs, principalement les rats et
les souris, entraine la formation d’une poche d’air. Cette technique, dévelopée par Hans
Selye, permet la formation d’une cavité ou il est possible d’étudier les processus
inflammatoires suite a 1’injection de différents stimuli (Selye, 1953a; Selye, 1953b).
Plusieurs avantages caractérisent le modéle de la poche d’air afin d’étudier les
interactions cellulaires et leurs implications dans 1’inflammation aigué et chronique. En
effet, cette technique est simple a exécuter et des analyses histologiques, biochimiques et
cytologiques peuvent étre faites sur les fluides et les tissus de la poche d’air (Dawson et
al., 1991).
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Edwards et ses collaborateurs (1981) ont montré que I’injection d’air dans le dos d’un
rongeur entraine le développement d’une mince couche de tissu morphologiquement
similaire a la membrane synoviale et ce, six jours suivant I’injection. Cette couche de
tissus est composée, tout comme la membrane synoviale, de fibroblastes (50-90%) et de
macrophages (10-50%) (Edwards et al., 1981). De plus, les cellules de la poche, comme
les cellules de la membrane synoviale, peuvent effectuer la phagocytose et produire une
réponse inflammatoire & une multitude d’agents, caractérisée par un influx de cellules
inflammatoires et un minimum d’exsudat (Kowanko ef al., 1986). Une étude de De Brito
et collaborateurs (1988) a également montré que les mécanismes impliqués dans la
réaction inflammatoire dans le modéle de la poche d’air sont les mémes que ceux dans un
modele de polyarthrite induit par des adjuvants (De Brito ez al., 1988). Ceci suggere que
la poche d’air est un modéle adéquat pour I’étude de la réponse inflammatoire par des

agents impliqués dans les maladies des diarthroses (maladies rhumatismales).

Sous la couche de tissus de la poche, on retrouve majoritairement des neutrophiles 5 jours
aprés la premiére injection d’air. Ces cellules sont beaucoup moins prédominantes aprés 8
jours et trés rares aprés 14 jours (Edwards et al., 1981). Le lavage de la poche d’air non
stimulée montre que celle-ci contient trés peu de cellules (~200 leucocytes/mm’). Ces
cellules consistent en une population hétérogéne de monocytes, macrophages,
lymphocytes, neutrophiles, éosinophiles et cellules géantes multinucléées (Kowanko et
al., 1986). Une réponse inflammatoire aigué caractérisée par I’infiltration de neutrophiles
et/ou de monocytes/macrophages dans la poche d’air peut étre observée suite a I’injection
d’un irritant. Le modéle d’air a, entre autre, été utilisé pour évaluer I’inflammation en
réponse a la carraghénine (polysaccharide de 1’algue Chondrus crispus), du zymosan
(polysaccharide de Sacchromyces cerevisiae), & des bactéries atténuées (Mycobacterium
tuberculosis, Bordetella pertussis), a4 des toxines bactériennes (LPS), & des
immunoglobulines agglomérées par la chaleur (complexes immuns), au dextran, & des
cristaux d’acide urique et & des cytokines (CXCL8/IL-8, TNF-a et IFN-y) (Sedgwick et
al., 1985; Kowanko et al., 1986; Sedgwick et Lees, 1986; Hambleton et Miller, 1988,;
Forrest et al., 1988; Ribeiro ef al., 1990; Ribeiro ef al., 1991; Dawson e al., 1991; Iida et
al., 1992; Tessier et al., 1997; Cronstein ef al., 1999; Hachicha et al., 1999; Clish et al.,
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1999; Coates et McColl, 2001; Bochkov et al, 2002). L’examen histologique de la
membrane de la poche de souris ayant regu un agent inflammatoire révéle des 1ésions
inflammatoires typiques (dilatation vasculaire, cedéme, margination et extravasation des
leucocytes) ainsi que des macrophages et des neutrophiles qui tapissent I’intérieur de la
poche (Kowanko et al., 1986). Ces résultats indiquent que le modéle de la poche d’air

permet I’étude du recrutement de leucocytes par des agents inflammatoires.

4.5 L’apoptose des neutrophiles

L’arsenal anti-microbien des neutrophiles n’est malheureusement pas sélectif et peut
causer des dommages aux tissus normaux. La résolution de I’inflammation aigué dépend
donc de I’élimination des neutrophiles par apoptose, phénoméne se produisant
spontanément et en absence de stimuli externes, et de 1’élimination de ces neutrophiles

apoptotiques par les macrophages (Fadeel et Kagan, 2003).

4.5.1 Caractéristiques des neutrophiles apoptotiques

Lors de I’apoptose des neutrophiles, il y a diminution ou perte de ’expression de certains
récepteurs de surface, tels CD16 (FcyRIIIb), CD32 (FcyRII), CD15 (Lewis x) et CD120b
(TNF-RII), et de certaines molécules d’adhésion, tels CD50 (ICAM-3) et CD31
(PECAM-1) (Hart et al., 2000). I y a également exposition des résidus de
phosphatidylsérine pour laquelle ’annexine-V posséde une trés grande affinité (Homburg
et al., 1995). La phosphatidylsérine est un phospholipide de la membrane plasmique
localisé dans la couche interne de la membrane plasmique dans les cellules viables, mais
qui est rapidement externalisé lors de 1’activation de la mort programmée (Martin et al.,
1995). 11 y a aussi condensation de la chromatine (visualisée par plusieurs noyaux
pyknotiques) et sa fragmentation selon un motif caractéristique internucléosomal de 180
paires de bases (DNA ladder), en plus de la formation de vacuoles cytoplasmiques
(Wyllie, 1985; Savill et al., 1989a; Savill et al., 1989b). Une autre caractéristique est le
clivage par la caspase-3 d’une protéine du cytosquelette, la gelsoline, qui est, en partie,

responsable des changements morphologiques (Kothakota ef al., 1997). Les neutrophiles,
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contrairement aux autres cellules, ne font pas de corps apoptotiques, mais tendent plut6t a
rapetisser (Savill e al., 1989b). L’apoptose est également associée a une acidification
intracellulaire, méme si cette derniére n’est pas un événement essentiel a I’enclenchement
du processus de mort programmée (Gottlieb et al., 1995a; Gottlieb et al., 1995b; Furlong
et al., 1997). Finalement, parmi les effets de 1’apoptose sur le neutrophile, nous pouvons
citer la diminution de la phagocytose, de la dégranulation et de 1’activation de la flambée
respiratoire. Cette diminution est caractérisée par la baisse de 1’expression de genes
codants pour des protéines critiques & la réponse inflammatoire (Whyte et al., 1993;

Kobayashi et al., 2003).

4.5.2 Régulation

Le processus d’apoptose est majoritairement régulé par les différents membres de la
famille de Bcl-2 et de la famille des caspases. Une multitude de molécules peuvent
également moduler positivement ou négativement la mort programmée des neutrophiles.
Ces modulateurs comprennent des molécules de surface, des cytokines, des espéces
réactives dérivées de 1’oxygéne, des hormones thyroidiennes, des lectines et des toxiques
de I’environnment (Fadeel et al., 1998; Akgul et al., 2001).

4.5.2.1 Les protéines pro- et anti-apoptotiques de Ia famille de Bcl-2

La famille de Bcl-2 est maintenant reconnue comme jouant un rdle central dans le
contrdle de I’apoptose (Adams et Cory, 1998). Cette famille de protéines peut étre divisée
en deux groupes : les protéines anti-apoptotiques (comme Bcl-2, Bcl-xi, Bel-w, A1/Bfl-1
et Mcl-1) et les protéines pro-apoptotiques (comme Bax, Bak, Bik, Bad, Bid et Bcl-xs)
(Reed, 1994; Kroemer, 1997; Breckenridge et Xue, 2004). Il a été¢ démontré que les
neutrophiles expriment une grande quantité de protéines pro-apoptotiques de la famille de
Bcl-2, dont Bad, Bak, Bax, Bid et Bik. La demie-vie de ces protéines est relativement
longue et les niveaux cellulaires de leur expression varient trés peu (Bazzoni et al., 1999;
Dibbert et al., 1999; Weinmann et al., 1999; Santos-Beneit et Mollinedo, 2000; Moulding

et al., 2001; Cowbumn et al., 2002). Au contraire, il a été montré que les neutrophiles
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expriment trés peu de membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2. L’ ARNm codant
pour Mcl-1, A1/Bfl-1, Bcel-x, et Bel-w a été détecté dans les neutrophiles, mais seule la
présence de la protéine Mcl-1 a clairement été observée par différentes équipes
(Moulding et al., 1998; Weinmann et al., 1999; Orlofsky et al., 1999 ; Santos-Beneit et
Mollinedo, 2000; Moulding e? al., 2001; Epling-Burnette et al., 2001b).

Mcl-1, comparativement aux autres membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2,
posséde une demie-vie trés courte (~3h) et un cycle de renouvellement rapide (turnover).
Ceci est dii a la présence de séquences PEST et de domaines Arg:Arg qui dirigent Mcl-1
vers la protéolyse (Akgul et al, 2000; Moulding et al, 2001). Malgré cette
caractéristique, Mcl-1 semble jouer un rdle-clé dans la régulation de I’apoptose du
neutrophile puisque les niveaux protéiques de Mcl-1 sont en relation directe avec la
survie des neutrophiles. En effet, les niveaux cellulaires de Mcl-1 sont élevés lors de la
stimulation des neutrophiles par des agents (GM-CSF, LPS, LTB,) ou des conditions
(hypoxie, sepsie) retardant leur apoptose et sont faibles lors de leur apoptose (Moulding e?
al., 1998; Leuenroth et al., 2000; Fulop et al., 2002; Harter et al., 2003; Petrin et al.,
2005). 11 a également été montré que lors de 1’activation des neutrophiles, Mcl-1 se fixe
au facteur de transcription FOXO (forkhead) reconnu pour son rdle dans la survie et la
croissance cellulaire (Crossley, 2003). Ainsi, les propriétés de Mcl-1 font de cette
protéine une molécule idéale afin de moduler I’apoptose du neutrophile lors de

I’inflammation.

4.5.2.2 Les caspases

Les caspases sont une famille de protéases qui clivent spécifiquement les protéines aprés
les résidus acide aspartique. Les caspases sont divisées en trois groupes : les caspases
initiatrices, les caspases exécutrices et les caspases régulatrices. Les caspases initiatrices,
en réponse aux signaux pro-apoptotiques, activent les caspases exécutrices qui vont
inactiver les protéines essentielles & la survie des cellules. Les caspases régulatrices, quant
a elles, ne sont pas spécifiques & 1’apoptose et jouent aussi un role au niveau de la

régulation des fonctions des cellules (Thornberry et Lazebnik, 1998). Les neutrophiles
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sont reconnus pour exprimer une variété de caspases, incluant les caspases 1, 3, 4, 6, 7, 8,
9 et 10 (Yamashita ef al., 1999; Yabuki et al., 1999; Santos-Beneit et Mollinedo, 2000).
Ces caspases sont, entre autres, impliquées dans I’activation de la protéine kinase C-6 et
le clivage de ERK1/2 et p38 MAPK, deux phénomémes observés lors de 1’apoptose des
neutrophiles (Pongracz et al., 1999; Suzuki et al., 2001). La présence des IAP (inhibitor
of apoptosis), inhibiteurs naturels des caspases, a également été mise en évidence dans les
neutrophiles stimulés par des agents anti-apoptotiques et suggére que leur modulation
permet d’augmenter la survie des neutrophiles (Hasegawa et al., 2003; O'Neill et al.,
2004).

4.5.2.3 Les inhibiteurs de I’apoptose

Différentes cytokines, comme I’IL-1B, I’'IL-4, I’'IL-6, I'IL-15, I'IFN-y, le G-CSF et le
GM-CSF ainsi que différents produits bactériens comme le LPS prolongent la survie des
neutrophiles (Brach ef al., 1992; Colotta et al., 1992; Klebanoff ef al., 1992; Girard et al.,
1996; Girard et al., 1997; Kettritz et al., 1998; Watson et al., 1998). Ceux-ci inhibent
’apoptose spontanée en modulant I’expression ou I’activité des protéines pro- et
anti-apoptotiques. Par exemple, certaines cytokines (GM-CSF, IL-1B) retardent
I’apoptose en réduisant I’activité de la caspase-3, en diminuant I’expression de la protéine
pro-apoptotique Bax et/ou en maintenant I’expression de Mcl-1 (Moulding e? al., 1998;
Watson et al., 1999; Dibbert et al., 1999). Il a également été montré que le GM-CSF, le
CXCLS8/L-8, le PAF (platelet-activating factor) et les dinucléotides CpG entrainent la
phosphorylation de ERK1/2 et de la protéine Akt, un substrat de la phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K). ERK1/2 et Akt vont alors phosphoryler la protéine pro-apoptotique Bad
sur les résidus sérine 112 et 136, respectivement. La phosphorylation de Bad entraine sa
dissociation d’un dimére qu’elle forme normalement avec les protéines anti-apoptotiques
de la famille Bcl-2 afin de les inactiver. Ceci permet donc d’augmenter les effets anti-
apoptotiques des protéines de la famille de Bcl-2 (Klein ef al., 2000; Khreiss et al., 2004;
Jozsef et al., 2004). Les cytokines peuvent également augmenter la sécrétion de facteurs
solubles qui amplifieront le signal de survie. L’IL-6, par exemple, retarde I’apoptose des

neutrophiles par un mécanisme impliquant la sécrétion de PAF (Biffl et al., 1996). Ainsi,
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les cytokines et les produits bactériens peuvent moduler I’apoptose des neutrophiles en
affectant ’expression de protéines cytoplasmiques et en augmentant la sécrétion de

facteurs anti-apoptotiques.

Le GM-CSF est considéré comme 1’activateur-clé des neutrophiles. Cette cytokine agit
principalement en sensibilisant les neutrophiles a répondre plus efficacement 4 un
deuxiéme stimulus. En effet, la pré-stimulation des neutrophiles avec du GM-CSF
augmente la phagocytose, la production d’anions superoxydes et la dégranulation (Lopez
et al., 1986; Clark, 1988; Nathan, 1989). Le GM-CSF agit également directement sur le
neutrophile en augmentant la synthése et la sécrétion de différentes protéines (dont I’'IL-1
et 'IL-1Ra) et en retardant leur apoptose spontanée (McColl ef al., 1992; Colotta et al.,
1992). Le GM-CSF module les fonctions des neutrophiles et retarde leur apoptose en
activant différentes voies de signalisation. Il a été montré que le GM-CSF active la voie
de signalisation Jak-STAT en entrainant la phosphorylation sélective de Jak-2, STATI,
STAT3 et STATSD et la liaison subséquente de ces facteurs de transcription & I’ADN
(Brizzi et al., 1996; Al-Shami et al., 1998; McDonald et al., 1998a; Sakamoto ef al.,
2003). De plus, il a été montré que la kinase Lyn s’associe au récepteur du GM-CSF et
que cette association est essentielle pour retarder 1’apoptose des neutrophiles (Wei et al.,
1996). Le GM-CSF active également la voie de signalisation de PI3K/AKT, activation
critique pour ’augmentation des fonctions effectrices des neutrophiles (Al-Shami et al.,
1997; Coffer et al., 1998; Al-Shami et Naccache, 1999). L’activation de la voie
PI3K/AKT entraine la modulation de la protéine pro-apoptotique Bad et 1’augmentation
de la stabilité de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 (Klein et al., 2000; Epling-Burnette et
al., 2001b; Cowburn et al., 2002; Derouet et al., 2004). Le GM-CSF active également la
voie de signalisation des MAPK, protéines jouant un réle important dans le contréle de la
prolifération et de la survie cellulaire. Il a été montré que le GM-CSF retarde 1’apoptose
des neutrophiles en augmentant la phosphorylation de p38 MAPK et ERK1/2 (Coffer et
al., 1998; Suzuki et al., 1999; Klein et al., 2000).



63

4.5.2.4 Les inducteurs de I’apoptose

L’apoptose des neutrophiles peut étre accélérée par différents agents. Il a été montré
récemment que la liaison de TNF-a, de CD178 (FasL) et de TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand), a des récepteurs de mort associés a la famille du TNF, en
I’occurrence le récepteur-1 de TNF (TNF-R1), Fas (CD95) et le récepteur de TRAIL
accélére 1’apoptose spontanée des neutrophiles (Liles et al., 1996; Murray et al., 1997,
Renshaw et al., 2003; Lum et al., 2005). L’effet du TNF-a est toutefois particulier
puisque cette cytokine accélére rapidement I’apoptose d’une sous-population de
neutrophiles et stimule une voie anti-apoptotique dans les cellules survivantes (Murray et
al., 1997). De plus, il a été montré que le TNF-a induit 1’apoptose des neutrophiles par
deux voies de signalisation distinctes. La premiére est classique et implique 1’activation
des caspases alors que la seconde est indépendante des caspases et est induite par les
espéces réactives dérivées de 1’oxygéne libérées par les mitochondries (Maianski et al.,
2003). Il a également été montré que le stress oxydatif accélére 1’apoptose des
neutrophiles (Kasahara et al., 1997; Rollet-Labelle et al., 1998). De plus, comme les
neutrophiles produisent des molécules réactives dérivées de 1’oxygéne lors de leur
stimulation, ces molécules peuvent étre la source de leur propre mort & la fin du processus
inflammatoire. Par exemple, 1’éthanol et les rayons ultraviolets induisent une hausse de
I’activité oxydative des neutrophiles, ce qui contribue & augmenter leur apoptose
(Sweeney et al., 1997; Singhal et al., 1999). Finalement, différentes molécules, comme la
clozapine, un agent antipsychotique utilisé dans le traitement de la schizophrénie, et
différentes lectines végétales, comme la Viscum album agglutinine-I (VAA-I), peuvent

aussi induire 1’apoptose des neutrophiles (Bussing et al., 1997; Williams et al., 2000).

La VAA-I est une lectine du gui (Viscum album) de la famille de type II des protéines
inhibant les ribosomes (ribosome-inactivating proteins ou RIP). La molécule VAA-I est
composée de deux sous-unités : la chaine A et la chaine B. La chaine A confére a la
molécule ses propriétés inhibitrices de la synthése protéique en inactivant les ribosomes.
La chaine B permet a la VAA-I de se lier aux résidus galactoside exprimés a la membrane
des cellules (Olsnes et al., 1982; Endo et al., 1988; Dietrich ef al., 1992). 11 a été montré
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que la VAA-I agit comme un immunomodulateur en activant différents types cellulaires.
A faibles concentrations, la VAA-I induit la synthése protéique, ce qui se traduit par
1’augmentation du nombre de cellules NK et de leur activité, par la croissance des cellules
progénitrices hématopoiétiques ainsi que par la sécrétion de cytokines (Hajto et al., 1990;
Hostanska et al., 1995; Hajto et al., 1997; Hajto et al., 1998; Vehmeyer et al., 1998). Par
contre, 3 des concentrations élevées, la VAA-I inhibe la synthése protéique et induit
1’apoptose dans plusieurs types cellulaires, tels les lymphocytes, les monocytes et les
thymocytes (Hostanska et al., 1996-1997). En Europe, la VAA-I (commercialisée sous le
nom d’Iscador) est utilisée comme adjuvant pour le traitement de différents types de

cancers (Kovacs et al., 1991; Gorter et al., 1998; Kovacs, 2000).

Notre laboratoire a récemment montré que la VAA-I active la synthése protéique de novo
des neutrophiles & faibles concentrations (<100 ng/mL), mais que celle-ci est inhibée a
des concentrations plus élevées (>100 ng/mL). Cette inhibition de la synthése protéique
induit 1’apoptose des cellules par un mécanisme dépendant des caspases (Savoie et al.,
2000). Nous avons également montré que I’induction de I’apoptose par la VAA-I
implique la diminution de I’expression de la molécule anti-apoptotique Mcl-1 et la
dégradation dépendante des caspases de protéines du cytosquelette, i.e. la paxilline et la
vimentine. La VAA-I induit aussi la dépolarisation de la membrane mitochondriale et
augmente la production de molécules réactives dérivées de 1’oxygeéne (Lavastre ef al.,
2002). Finalement, la VAA-I, 4 faibles concentrations, induit un recrutement relatif des
neutrophiles dans le modéle murin de la poche d’air alors qu’elle inhibe complétement le
recrutement des neutrophiles induit par le LPS & fortes concentrations (Lavastre et al.,
2004). La VAA-I offre donc une stratégie thérapeutique intéressante puisqu’elle permet,

selon la concentration utilisée, soit de stimuler les neutrophiles, soit de les éliminer.
4.5.3 La reconnaissance des neutrophiles par les macrophages
Le concept de I’ingestion des neutrophiles par les macrophages n’est pas nouveau. En

1891, Elie Metchnikoff a observé au microscope des macrophages englobant des

microphages (ancienne terminologie des neutrophiles) alors que des cellules de Reiter
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(macrophages ayant ingérés des neutrophiles) ont été observées durant les années 60 et 70
dans les fluides de patients atteints de différentes formes d’arthrite (cité dans Savill et al.,
1989b). Aujourd’hui, il est reconnu que les macrophages phagocytent les neutrophiles
apoptotiques, les empéchant de libérer leur contenu histotoxique (Bicknell et al., 1994;
Shi et al.,, 1996; Meszaros et al., 1999; Shi et al., 2001; Brazil et al., 2005). Le
macrophage reconnait le neutrophile apoptotique par différentes molécules, dont le
récepteur de vitronectine (ayps), le récepteur de la thrombospondine (CD36) et le
récepteur CD93 (C1qRp) (Savill et al., 1990; Savill e al., 1992; Fadok et al., 1992;
Norsworthy et al., 2004). De plus, ’ingestion de neutrophiles apoptotiques par les
macrophages inhibe la production de médiateurs pro-inflammatoires par ces derniers, ce
qui diminue I’inflammation (Meagher et al., 1992; Fadok et al., 1998). Malgré le fait
qu’il soit généralement accepté que les neutrophiles apoptotiques n’ayant pas été éliminés
par les macrophages sont associés au prolongement du processus inflammatoire (Ward et
al., 1999), de récentes recherches semblent indiquer que la persistance de cellules
apoptotiques n’est pas nécessairement associée a une réponse inflammatoire ou au
développement de maladies auto-immunes. En effet, il a été montré que les macrophages
provenant de souris déficientes pour CD14 ou CD93 ne peuvent éliminer efficacement les
cellules apoptotiques, mais que la persistence de ces cellules n’est pas associée a une
réponse inflammatoire, ni au développement de maladies auto-immunes (Devitt ef al.,
2004; Norsworthy et al., 2004). Ceci indique donc que la persistance de cellules

apoptotiques est également associée a un processus anti-inflammatoire.

4.6 Pathologies associées aux neutrophiles

Il existe un grand nombre de maladies reliées & une hyperactivité des neutrophiles,
comme le syndrome de détresse respiratoire de 1’adulte (ARDS), 1’ischémie-réperfusion,
la goutte, I’arthrite rhumatoide, 1’asthme, I’emphyséme et la sarcoidose (Leff et Repine,
1993). En effet, plusieurs fonctions reliées a la destruction des pathogénes, comme la
flambée respiratoire générant des radicaux libres et la dégranulation d’enzymes
protéolytiques, peuvent endommager autant les tissus de 1’hdte que les pathogenes. Les

cellules environnantes possédent généralement des inhibiteurs de protéases et des
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systémes de protection contre les radicaux libres qui permettent de réduire les dommages

causés par les neutrophiles (Matzner, 1997).
4.6.1 L’arthrite rhumatoide

Une variété de leucocytes infiltre massivement I’articulation normalement acellulaire
chez les patients atteints d’arthrite rhumatoide. Ces leucocytes comprennent des
macrophages, des plasmocytes, des lymphocytes T et des neutrophiles. Les lymphocytes
T et les macrophages sont considérés comme les cellules responsables de provoquer
I’arthrite rhumatoide. Bien que ces cellules jouent un rdle-clé dans les premiers stades de
la maladie, les cellules ayant la capacité d’infliger les dommages les plus importants sont
les neutrophiles (Edwards et Hallett, 1997). Il a été montré que les neutrophiles sont
nombreux dans le liquide synovial et les tissus des articulations durant les stades précoces
de I’arthrite thumatoide et durant les exacerbations aigués de la maladie (Mohr et al.,
1984). En effet, le liquide synovial du genou d’un patient atteint d’arthrite peut excéder
30 mL et contenir jusqu’a 5x10° neutrophiles (Pillinger et Abramson, 1995). Ces derniers
contribueraient directement a la destruction du cartilage par I’action de leurs protéases a
sérine (comme 1’élastase et la collagénase) et de leur métalloprotéases ainsi que par la
production de molécules réactives dérivées de 1’oxygéne (Opdenakker ef al, 1991;
Chatham et al., 1993; Larbre et al., 1994; Edwards et Hallett, 1997; Ajasekhar ef al.,
2004).

La présence, dans le fluide synovial, de quantités élevées de cytokines et chimiokines
produites par les neutrophiles et/ou pouvant activer ces derniers (IL-1B, IL-6, TNF-a,
CXCL8/ML-8, CXCL1/GROa. et IL-15), ainsi qu’une quantité élevée de complexes
immuns (formés & partir d’anticorps sécrétés par les plasmocytes) pouvant activer les
neutrophiles, suggérent également une implication de ces cellules dans [Darthrite
rhumatoide (Brennan et al., 1990; Seitz ef al., 1991; Endo et al., 1991; Issekutz et al.,
1994; van Leeuwen ef al., 1995; Koch et al., 1995; Girard et al., 1996; Mclnnes et al.,
1996). En effet, il a été démontré que le CXCL8/IL-8, abondamment produit par les

chondrocytes, joue un réle crucial dans le recrutement et I’activation des neutrophiles



67

dans les articulations de patients atteints d’arthrite rhumatoide, menant ainsi a la
destruction du cartilage (Lotz et al., 1992; Recklies et Golds, 1992; Matsukawa ef al.,
1995; Troughton ef al., 1996). Entre autres, le CXCL8/IL-8 augmente 1’expression de
CD11b/CD18 4 la surface de neutrophiles isolés des fluides synoviaux de ces patients (De
Gendt ef al., 1996). 11 a également été montré in vitro que la destruction du cartilage par
les neutrophiles est augmentée par le TNF-a (Kowanko er al, 1990). Le TNF-a
augmente également l’expression de CD54 (ICAM-1) a la surface des cellules
endothéliales, molécule capitale pour le recrutement et 1’adhésion des leucocytes
(Gerritsen et al., 1993; Schwachula et al., 1994; To et al., 1996). L’administration
d’anticorps anti-TNF-a. chez des patients atteints d’arthrite rhumatoide permet de réduire
les niveaux de cytokines et de chimiokines, ainsi que la quantité de leucocytes dans les
articulations montrant ainsi I’importance de cette cytokine dans la pathogénése de cette
maladie (Elliott e al., 1994a; Elliott et al., 1994b; Ohshima et al., 1999; Taylor et al.,
2000). Toutefois, I’injection d’anticorps anti-TNF-o n’altére pas la chimiotaxie et la
phagocytose des neutrophiles, ni leur production de molécules réactives dérivées de
’oxygéne (den Broeder et al., 2003; Hartmann et al., 2005). Ceci suggére que le blocage
de plusieurs cytokines et chimiokines est nécessaire afin d’éliminer efficacement les
neutrophiles des articulations de patients atteints d’arthrite rhumatoide. Une meilleure
compréhension des effets des cytokines présentes dans les fluides sur les fonctions des

neutrophiles est donc essentielle.

Plusieurs études démontrent que les neutrophiles jouent un rdle important dans le
développement de I’arthrite rhumatoide et que les fonctions de ces cellules sont modulées
dans les articulations des patients. Récemment, 1’équipe de Wipke (2001) a démontré que
les neutrophiles sont essentiels dans 1’initiation et la progression de 1’arthrite rhumatoide
dans un modéle murin. En effet, ’élimination des neutrophiles in vivo par 1’ajout
d’anticorps permet aux souris de développer une résistance aux effets inflammatoires
d’un sérum leur ayant été injecté, sérum qui provenait de souris ayant développé
Iarthrite. De plus, 1’élimination des neutrophiles d’une souris ayant développé la maladie
permet de réduire la réaction inflammatoire dans les articulations (Wipke et Allen, 2001).

Il a également été montré que les neutrophiles isolés de patients atteints d’arthrite
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rhumatoide expriment des marqueurs d’activation, comme CD11b, CD43, CD63 et
TNF-R (Lopez et al., 1995). L’incubation in vitro des neutrophiles avec le fluide synovial
de patients atteints d’arthrite retarde aussi leur apoptose spontanée et ’apoptose induite
par des complexes immuns. Ceci suggére que le microenvironnement du fluide synovial
joue un rdle au niveau de la persistence des neutrophiles (Ottonello et al., 2002a). Il a
également été suggéré que les neutrophiles dans le fluide synovial de patients atteints
d’arthrite rhumatoide pouvaient activer les lymphocytes T. En effet, des études récentes
démontrent que les neutrophiles provenant du fluide synovial de patients atteints
d’arthrite, mais non de la circulation sanguine, expriment la molécule de CMH de classe
II et CD83. Des expériences de co-culture ont également montré que ces neutrophiles
ayant acquis des caractéristiques de cellules dendritiques peuvent activer les lymphocytes
T. Ceci suggére que ’activation mutuelle des neutrophiles et des lymphocytes T pourrait
contribuer a favoriser I’inflammation locale et, éventuellement, favoriser le processus de

destruction des articulations (Cross et al., 2003; Iking-Konert e al., 2005).

4.6.2 Sarcoidose et autres maladies respiratoires

11 est maintenant reconnu que les neutrophiles sont impliqués dans la pathogénése de
différentes maladies pulmonaires. Cette association remonte a plusieurs années, ou il a été
noté que les protéases des neutrophiles ont le potentiel d’endommager les voies
respiratoires. En effet, des études in vivo ont permis de montrer que deux protéases
sérine, 1’élastase et la protéinase-3, sécrétées par les neutrophiles, peuvent induire chez
les hamsters des changements pathologiques semblables a I’emphyséme humain (Snider
et al., 1985; Kao et al., 1988). De plus, il a été observé que le recrutement et la
séquestration des neutrophiles dans les voies respiratoires entraine le développement de
I’emphyséme chez le chien (Guenter et al., 1981). Plus récemment, le rdle des
neutrophiles dans le syndrome de détresse respiratoire de 1’adulte, 1’asthme et la
bronchopneumopathie chronique obstructive a également été examiné. Les neutrophiles y
sont apparus comme des cellules effectrices fondamentales pouvant infliger des
dommages importants aux cellules pulmonaires par la libération de protéases et de
radicaux libres (Aldridge, 2002; Stockley, 2002; Ennis, 2003).
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Les macrophages alvéolaires jouent un rdle-clé dans la sarcoidose, plus particuliérement
au niveau de I’accumulation de cellules inflammatoires, la formation de granulomes et la
fibrogénése (Muller-Quemheim, 1998). Ces effets sont, en grande partie, médiés par la
sécrétion d’agents pro-inflammatoires, comme IL-1, TNF-a, IL-6, IL-15 et GM-CSF
(Hunninghake, 1984; Baughman et al., 1990; Steffen et al., 1993; Enthammer et al,,
1993; Agostini et al., 1996). Une relation entre le niveau élevé d’IL-1B, d’IL-6, de
GM-CSF, de CXCLS/IL-8 et CCL3/MIP-1a chez les patients atteints de sarcoidose et la
quantité de neutrophiles dans leurs fluides provenant d’un lavage broncho-alvéolaire a été
observée (Girgis et al., 1995; Prior et al., 1996; Capelli ef al., 2002). De plus, les patients
atteints de sarcoidose et dont la maladie progresse ont un pourcentage plus élevé de
neutrophiles dans leurs voies respiratoires, comparativement aux patients en rémission ou
dans un état stable (Drent ef al., 1999; Capelli et al., 2002; Ziegenhagen et al., 2003). Des
quantités élevées de collagénase, d’élastase et de MMP-8 ont également été retrouvées
dans les fluides provenant du lavage broncho-alvéolaire de patients atteints de sarcoidose.
Ces niveaux d’enzymes corrélent directement avec la sévérité de la maladie et le
pourcentage de neutrophiles (Mordelet-Dambrine et al., 1988; Jacobs et al., 2000; Henry
et al., 2002). Ces résultats suggérent un role actif du neutrophile dans la pathogénése de la

sarcoidose.

4.6.3 Le role des neutrophiles dans les réactions antitumorales

Une grande quantité de molécules immunorégulatrices (IL-1, -2, -4, -7, -12, IFN-a/B,
G-CSF et TNF-a), libérées par des cellules tumorales génétiquement modifiées pour les
sécréter abondamment, induit le recrutement et I’accumulation de granulocytes au site de
la tumeur. L’activation de ces granulocytes entraine le rejet de la tumeur ainsi que
I’induction d’une immunité anti-tumorale envers la tumeur parentale non modifiée
(Colombo et al., 1992; Musiani et al., 1996; Musiani et al., 1997; Rozera et al., 1999).
L’IL-1B, le TNF-a, les interférons, les défensines, les protéases (cathepsine G et élastase)
et les molécules réactives dérivées de 1’oxygéne, comme I’oxyde nitrique (NO), le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et I’acide hypochloreux (HOCI) font partie des médiateurs
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cytotoxiques impliqués dans 1’élimination des tumeurs par les neutrophiles (Dallegri et
al., 1991; Di Carlo et al., 2003). La libération de CXCL-10/IP-10, de CXCL9/MIG et
d’TFN-o. par les neutrophiles peut également diminuer le phénoméne d’angiogénése,
¢’est-a-dire la prolifération de nouveaux vaisseaux sanguins qui permettent aux tumeurs
de se disséminer dans ’organisme (Benelli ef al., 2003). Ces études suggérent que les
neutrophiles jouent un rdle actif dans I’immunosurveillance des tumeurs, comme il a été
démontré dans le cas du cancer du foie et du cancer des poumons (Midorikawa et al.,
1990; Matsumoto ef al., 1991). Ce réle peu connu des neutrophiles serait donc relié a la
variété et a la quantité des cytokines et chimiokines naturellement libérées par les cellules
tumorales et le degré de recrutement et d’activation des neutrophiles (Di Carlo ef al,
2001).

4.7 Les neutrophiles et les cytokines 4 chaine gamma commune

Liu et ses collaborateurs (1994) ont montré que les neutrophiles expriment
constitutivement CD132 (Liu ef al., 1994). Les neutrophiles sont donc susceptibles de
répondre a chacune de ces cytokines. La section qui suit décrit les effets de ces cytokines

sur la physiologie des neutrophiles.
4.7.1 Interleukine-2

En plus d’exprimer CDI132, il a été montré que les neutrophiles expriment
constitutivement CD122. Ils n’expriment toutefois pas I’IL-2Ra (Djeu et al., 1993; Liu et
al., 1994; Girard et al., 1995; Schumann et al., 1996). Etant donné que les neutrophiles
expriment le récepteur d’affinité intermédiaire pour I'IL-2, cette derniére module
certaines de leurs fonctions. Cependant, les résultats varient beaucoup d’une étude a
I’autre. D’une part, certains groupes affirment que I’'IL-2 augmente les fonctions des
neutrophiles (chimiotaxie, adhésion, sécrétion de cytokines, phagocytose, production
d’anions superoxydes, dégranulation et activité tumorale) (Kowanko et Ferrante, 1987,
Stevens et Piazza, 1990; Edwards et al., 1992; Djeu et al., 1993; Wei et al., 1993;
Potapnev et al., 1994; Li et al., 1996; Pericle et al., 1996) alors que d’autres équipes
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affirment plut6t que I’IL-2 les inhibe (Kowanko et Ferrante, 1987; Fossat et al., 1993).
Selon Wei et ses collaborateurs (1994), 1I’'IL-2 favorise la production et la sécrétion de
CXCLS8/IL-8 par les neutrophiles alors que McDonald et ses collaborateurs (1998)
affirment que I’IL-2 ne I’induit pas du tout (Wei et al., 1994; McDonald e al., 1998b).
Certaines études affirment que I’[L-2 ne module pas directement les fonctions des
neutrophiles, mais agirait plutot sur les fonctions des neutrophiles préalablement stimulés
(Kowanko et Ferrante, 1987; Sugiyama et al., 1993; Girard ef al., 1995). En effet, il a été
montré que I’'IL-2 peut potentialiser la synthése d’ARNm et de protéine induite par le
GM-CSF et diminuer I’augmentation de la phagocytose induite par le TNF-a (Moxey-
Mims et al., 1991; Girard et al., 1995). De plus, les effets observés de I’'IL-2 sur
I’apoptose spontanée des neutrophiles sont contradictoires. Une équipe montre que 1’'IL-2
retarde leur apoptose spontanée (Pericle ef al., 1994) alors que deux autres équipes
démontrent que cette cytokine n’a aucun effet & ce niveau (Girard et al., 1996; Ottonello
et al., 2002b). Toutefois, la variabilit¢ au niveau des conditions expérimentales
(concentration cellulaire, source et concentration du sérum dans le milieu de culture)

pourrait expliquer, en partie, ces différences.

4.7.2 Interleukine-4

Plusieurs équipes ont rapporté que 1’IL-4 est un activateur des fonctions des neutrophiles.
En effet, I’'I[L-4 augmente la phagocytose, la sécrétion de CXCLS8/IL-8, I’activité
bactéricide et I’activité anti-tumorale des neutrophiles, sans toutefois induire la
dégranulation et la flambée oxydative. L’IL-4 peut toutefois potentialiser la flambée
oxydative et la dégranulation induite par le fMLP (Boey e al., 1989; Bober et al., 1995;
Girard et al., 1997; Reglier-Poupet et al., 1998; Noffz et al., 1998). L’IL-4 augmente
aussi la migration des neutrophiles pré-stimulés, en plus d’induire des réarrangements au
niveau du cytosquelette (Bober et al., 1995; Girard et al., 1997). 11 a également été montré
que les neutrophiles expriment la chaine spécifique du récepteur a I'IL-4, CD124
(IL-4Ra) (Girard et al., 1997). Des résultats contradictoires ont été obtenus quant aux
effets de I’'IL-4 sur 1’apoptose spontanée des neutrophiles. Tandis que Brach et ses

collaborateurs (1992) n’observe aucun effet, Girard et ses collaborateurs (1997) ont
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démontré que I'TL-4 retarde leur apoptose spontanée de maniére concentration-
dépendante (Brach er al, 1992; Girard et al., 1997). L’IL-4 peut augmenter la
granulopoiése induite par le G-CSF des cellules de la moelle osseuse et induire la
maturation des cellules HL-60 en neutrophiles (Kajitani ef al., 1989; Bober et al., 1995).
Les neutrophiles, suite 4 leur stimulation avec un ionophore de calcium, peuvent aussi
sécréter de 1’IL-4 (Brandt et al., 2000). Ceci suggére que 1’IL-4 peut exercer des effets

autocrines sur la différenciation, ’activation et la survie des neutrophiles.

L’TL-4 exerce également des effets anti-inflammatoires sur les neutrophiles. En effet,
’IL-4 inhibe le recrutement de neutrophiles in vivo (Saleem et al., 1998; Kato et al.,
2000; Suzuki et al., 2003). De plus, ’IL-4 inhibe le retard d’apoptose induit par I'IL-1 en
stimulant la sécrétion du récepteur soluble de type II de I’IL-1 (sIL-1R II). Ce dernier agit
comme un leurre en fixant ’TL-1 et empéche ainsi la cytokine de se fixer au véritable
récepteur exprimé par les neutrophiles (Colotta ef al., 1993). L’IL-4 augmente la
sécrétion de I'IL-1Ra et inhibe I’expression induite par le LPS de CXCLS8/IL-8, de
TNF-a, d’IL-1B, de COX-2 et de PGE; dans les neutrophiles (Wertheim ez al., 1993; Re
et al., 1993; Malyak et al., 1994; Marie et al., 1996; Niiro et al., 1997; Nagano et al.,
2002; Crepaldi et al., 2002). L’IL-4 supprime également I’expression des monokines
CXCL9/MIG et CXCL-10/IP-10 induite par une combinaison d’IFN-y et de LPS ou
d’TFN-y et de TNF-a (Gasperini ef al., 1999). Finalement, I'IL-4, en combinaison avec
I’IL-10, diminue I’activité antifongique des neutrophiles contre Candida albicans, tout en

diminuant la production d’anion superoxydes (Tascini ef al., 1996).

4.7.3 Interleukine-7

Il a été rapporté que l’administration d’IL-7 entraine la mobilisation de cellules
progénitrices de la lignée myéloide de la moelle osseuse vers le sang, la rate, le foie et
possiblement d’autres organes périphériques chez la souris (Damia et al, 1992;
Grzegorzewski ef al., 1994). L’administration d’IL-7 augmente également le nombre de
granulocytes immatures dans la rate de la souris (Faltynek et al., 1992). Pourtant, I'IL-7

ne se fixe pas sur les cellules myéloides lors d’études de liaison utilisant de I’IL-7
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radiomarquée (Park et al., 1990). Ainsi, il est possible de croire que I'IL-7 agit
indirectement sur la mobilisation des cellules immatures myéloides en activant d’autres
types de cellules exprimant I’IL-7R. Les granulocytes matures, et plus spécifiquement les
neutrophiles, n’expriment pas la chaine spécifique du récepteur a I’'IL-7, CD127 (IL-7Ra)
(Armitage er al., 1992; Girard et Beaulieu, 1997). Ainsi, I’IL-7 ne module aucune
fonction des neutrophiles (flambée oxydative et phagocytose), en plus de ne pas moduler
la synthése d’ARNm ni I’apoptose spontanée. Il est donc possible de conclure que
I’expression de CD132 par les neutrophiles est insuffisante & elle seule pour que I'IL-7

module leurs fonctions (Girard et Beaulieu, 1997).
4.7.4 Interleukine-9

Des résultats contradictoires ont été obtenus quant a ’expression de la chaine spécifique
de I'IL-9 (CD129 - IL-9Ra) et aux effets de I’'IL-9 sur les fonctions des neutrophiles.
L’équipe de Girard (1998) a montré que les neutrophiles n’expriment pas CD129 a leur
surface, expliquant ainsi 1’incapacité de I’'IL-9 d’induire directement ou de potentialiser la
production d’anions superoxydes, la phagocytose et la synthése d’ARNm. De plus, 1’'IL-9
ne module pas 1’apoptose des neutrophiles (Girard et al., 1998). L’équipe de Abdelilah
(2001), au contraire, démontre que les neutrophiles de certains donneurs expriment
CD129, mais que les neutrophiles de patients asthmatiques expriment fortement cette
chaine de récepteur. La stimulation des neutrophiles de patients asthmatiques entraine la
sécrétion de CXCL8/IL-8, sécrétion pouvant étre inhibée par I’ajout d’un anticorps
anti-IL-9 (Abdelilah ez al., 2001). Etant donné que les éosinophiles sont les principales
cellules contaminantes lors de 1’isolation des neutrophiles et que ce sont les cellules
pédominantes dans les fluides de patients asthmatiques, il est possible de spéculer que ce
sont ces cellules qui expriment CD129 et qui sécrétent CXCL8/IL-8 (Bousquet ef al.,
1990; Girard, 2003). Des études supplémentaires sont donc requises afin d’évaluer avec
plus de précision 1’expression de CD129 par les neutrophiles et d’évaluer les effets de

I’IL-9 sur ces cellules.
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4.7.5 Interleukine-15

Les fonctions des neutrophiles sont modulées par I'IL-15 puisque les neutrophiles
expriment les trois chaines de I'IL-15R (Djeu et al., 1993; Liu et al., 1994; Girard et al.,
1998; Musso ef al., 1998). Il a été montré que cette cytokine induit des changements
morphologiques, active la synthése protéique de novo et augmente le processus de
phagocytose des neutrophiles (Girard et al., 1996). L’IL-15 augmente également I’activité
antifongique des neutrophiles envers Candida albicans et les espéces Aspergillus,
Fusarium et Scedosporium (Musso et al., 1998; Winn et al., 2005). L’IL-15 induit la
sécrétion de CXCLS/IL-8, d’IL-1Bet d’IL-1Ra, en plus d’induire la sécrétion de
SIL-1RII, de la forme soluble de la chaine gp130 et d’IFN-y lors d’une co-stimulation des
neutrophiles avec du LPS, de I'[L-18 et de I'IL-12, respectivement (McDonald et al.,
1998b; Musso et al., 1998; Jablonska et al., 2001; Jablonska et Marcinczyk, 2003; Ethuin
et al., 2004; Winn et al., 2005). L’IL-15 active la kinase Syk et le facteur de transcription
NF-kB (McDonald et al., 1998b; Ratthe et Girard, 2004). Il a ét¢é montré que I'IL-15
induit la redistribution d’ICAM-3 et PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) aux
uropodes des neutrophiles (Alonso-Lebrero et al., 2000). L’IL-15 augmente aussi
’activité chimiotactique envers le fMLP et le CXCL8/IL-8, mais n’est pas un
chimioattractant en soi (Mastroianni et al., 2000). L’IL-15 semble également pouvoir
induire la flambée oxydative, mais sous certaines conditions de stimulation seulement
(Winn et al., 2005). 1l a récemment été montré que I’[L-15 augmente ’expression de
I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) et la production de NO (Jablonska et al.,
2005). L’TL-15 retarde également 1’apoptose spontanée des neutrophiles par un
mécanisme impliquant la diminution de la protéine anti-apoptotique Bax et la diminution
de ’activité de la caspase-3 et de la caspase-8 (Girard e? al., 1996; Ottonello e? al., 2002a;
Ottonello e al., 2002b; Bouchard et al., 2004). Finalement, I'IL-15 augmente les
fonctions réduites des neutrophiles, telles ’activité antifongique et la chimiotaxie envers
le fMLP, de patients atteints du VIH ou de la borréliose de Lyme, en plus de retarder leur
apoptose spontanée (Mastroianni ef al., 2000; Jablonska et al., 2003a).
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L’IL-15 pourrait également augmenter 1’activité antitumorale des neutrophiles in vivo. En
effet, I’injection d’un mélanome sécrétant de I’IL-15, seule ou en combinaison avec
IIL-12, entraine un retard de la croissance de la tumeur ou son rejet complet.
L’immunohistochimie des tumeurs sécrétant de 1’IL-15 ou une combinaison d’IL-15 et
d’IL-12 a révélé une augmentation de la quantité de plusieurs types cellulaire, dont
majoritairement des cellules NK, des neutrophiles et des macrophages (Di Carlo ef al.,
2000; Meazza et al., 2000; Di Carlo et al., 2000; Comes et al., 2002). L’injection du
mélanome sécrétant de 1’IL-15 et de I’TL-12 dans des souris déficientes en cellules NK a
démontré que ce sont les neutrophiles et les macrophages qui sont responsables du rejet
de la tumeur (Di Carlo et al., 2000).

Certaines études suggérent que les neutrophiles pourraient sécréter de 1I’IL-15. Une
premie¢re étude a démontré que I’inflammation pulmonaire induite par le LPS chez la
souris induit un influx rapide de neutrophiles. Il a été montré que ces neutrophiles
pulmonaires expriment des quantités élevées d’ARNm d’IL-15 (Ferretti et al., 2003). Une
seconde étude a quant a elle montré que les neutrophiles isolés du sang de patients atteints
de la borréliose de Lyme sécrétent de I’IL-15 (Jablonska ef al., 2003b). Finalement, la
stimulation des neutrophiles avec le bacille de Calmette-Guérin, Mycobacterium bovis,
diminue I’expression du géne de 1’IL-15 (Suttmann ef al., 2003). Ainsi, la stimulation du
neutrophile dans certaines conditions pourrait possiblement induire la production d’IL-15
qui exercerait des effets autocrines sur celui-ci. Cette sécrétion de 1I’'IL-15 par les

neutrophiles reste toutefois a étre confirmée.

4.7.6 Interleukine-21

Les résultats de certaines études suggérent qu’une interaction in vivo serait possible entre
I'IL-21 et les neutrophiles. L’équipe de Parrish-Novak (2002) a observé que la
surexpression de I’'[L-21 chez des souris induit 1’accumulation de neutrophiles et de
macrophages dans certains tissus (observations non publiées citées dans Parrish-Novak e?
al., 2002). De plus, I’administration a des souris d’un vecteur qui augmente les niveaux

d’IL-21 dans la circulation sanguine entraine la modification des populations de cellules
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du systéme immunitaire dans le sang et la rate. Entre autres, le pourcentage de cellules
CD11b" et Gr-17, deux marqueurs de neutrophiles, est augmenté chez ces souris (Wang ef
al., 2003). Finalement, I’injection d’un mélanome sécrétant de I'IL-21 entraine le rejet
complet de cette tumeur. L’élimination des granulocytes entraine un retard dans le rejet
de la tumeur, suggérant que ces cellules, activées par I’IL-21, participent activement au
rejet de la tumeur (Di Carlo ef al., 2004). Malgré cette interaction possible entre cette
cytokine et les neutrophiles, aucune étude n’a démontré que I'IL-21 peut affecter

directement les fonctions des neutrophiles, ni que ces derniers expriment I'IL-21Ra.



Chapitre 2 : Objectifs du projet de recherche
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Le but de ce projet de recherche était d’évaluer les effets de I'TL-15 et de I’IL-21 sur les
fonctions des neutrophiles. Ce projet de recherche a été élaboré a partir d’observations sur

I’interaction connue ou possible entre ces cytokines et les neutrophiles.

Interaction neutrophiles/IL-15

Il avait été montré que I’IL-15 active les fonctions pro-inflammatoires des neutrophiles
(phagocytose, sécrétion de cytokines et chimiokines, activité antifongique) (Girard ef al.,
1996; Musso et al., 1998; McDonald et al., 1998b). L’IL-15 retarde également I’apoptose
spontanée des neutrophiles, mais les mécanismes impliqués n’ont pas été élucidés (Girard
et al., 1996, Mastroianni et al., 2000). L’activation inappropriée des neutrophiles peut
entrainer la destruction tissulaire observée chez les patients atteints de différentes
maladies inflammatoires, comme 1’arthrite rhumatoide et la sarcoidose, ot des niveaux
élevés d’IL-15 sont détectées dans les fluides biologiques (Mordelet-Dambrine et al.,
1988; Mclnnes et al., 1996; Agostini et al, 1996; Edwards et Hallett, 1997).
Malheureusement, rien n’était connu sur le potentiel de ’IL-15 d’induire le recrutement
des neutrophiles in vivo, ni d’augmenter leur potentiel d’adhésion. De plus, aucune
stratégie visant & favoriser les réponses des neutrophiles activés par I’IL-15, comme dans
le contexte de I’immunité anti-tumorale, ou encore a éliminer ces cellules dans diverses
maladies inflammatoires impliquant I’IL-15, n’avait été suggérée. Nous avions
préalablement démontré que la VAA-I, selon la concentration utilisée, active ou inhibe la
synthése protéique des neutrophiles, en plus d’accélérer leur apoptose spontanée (Savoie
et al., 2000). La VAA-I représente donc un candidat potentiel visant 3 moduler les

réponses des neutrophiles activés par I'IL-15.
Ainsi, les objectifs spécifiques suivants ont été fixés :
1- Evaluer les effets de I’IL-15 sur le recrutement des neutrophiles in vivo.

2- Evaluer les effets de I'IL-15 sur I’adhésion des neutrophiles, ainsi que sur

I’expression des molécules d’adhésion.
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3- Evaluer les mécanismes impliqués dans le retard d’apoptose des neutrophiles
induit par I’'IL-15.

4- Evaluer si la VAA-I peut, 2 faibles concentrations, potentialiser les réponses des
neutrophiles induites par I'IL-15 et, & I’inverse, les inhiber & des concentrations

plus élevées.

Interaction neutrophiles/IL-21

Il avait été montré que CD132 était indispensable a la signalisation intracellulaire induite
par I'IL-21 (Asao et al., 2001). Ensuite, I’équipe de Parrish-Novak (2002) a observé que
la surexpression de I’IL-21 chez des souris induit ’accumulation de neutrophiles et de
macrophages dans certains tissus (observations non publiées citées dans Parrish-Novak ez
al., 2002). De plus, I’administration & des souris d’un vecteur qui augmente les niveaux
d’IL-21 dans la circulation sanguine augmente le pourcentage de cellules CD11b" et
Gr-17, deux marqueurs de neutrophiles, dans le sang et la rate (Wang et al., 2003).
Finalement, I’injection d’un mélanome sécrétant de I’'IL-21 entraine le rejet complet de
cette tumeur. L’élimination des granulocytes entraine un retard dans le rejet de la tumeur,
suggérant que ces cellules, activées par 1’IL-21, participent activement au rejet de la
tumeur (Di Carlo et al., 2004). Malgré cette interaction possible entre cette cytokine et les
neutrophiles, aucune étude n’a démontré que I'IL-21 peut affecter directement les
fonctions des neutrophiles, ni que ces derniers expriment I’'IL-21Ra.. Etant donné que les
neutrophiles expriment CD132, nous avons envisagé que I’IL-21 pourrait étre un agoniste

des neutrophiles.
Ainsi, les objectifs spécifiques suivants ont été fixés :

1- Evaluer les effets de I’TL-21 sur le recrutement des neutrophiles in vivo.

2- Evaluer si les neutrophiles expriment 'IL-21Ra et si cette expression est modulée
lors de la différenciation des cellules promyélocytes en neutrophiles.

3- Evaluer si I'IL-21 module différentes fonctions des neutrophiles et/ou leur

apoptose.
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Mise en contexte

L'IL-15 et la VAA-1 sont deux molécules possédant des propriétés thérapeutiques
intéressantes (Kovacs et al., 1991; Gorter et al., 1998; Kobayashi et al., 2000; Kobayashi
et al., 2005). L'IL-15 a la capacité d'activer les fonctions des neutrophiles, en plus de
retarder leur apoptose spontanée (Girard et al., 1996; McDonald et al., 1998b; Musso et
al., 1998). Il a également été suggéré que cette cytokine augmente l'activité antitumorale
des neutrophiles in vivo (Di Carlo et al., 2003). Des niveaux élevés d'IL-15 sont associés
au développement et a la persistence de certaines pathologies, comme 1l'arthrite
rhumatoide, ou le neutrophile est impliqué dans la destruction tissulaire (Mclnnes et al.,

1996; Edwards et Hallett, 1997). Nous avons préalablement démontré que la VAA-1,
selon la concentration utilisée, active ou inhibe la synthese proteique des neutrophiles, en
plus d'accélérer leur apoptose spontanée (Savoie et al., 2000; Lavastre et al., 2002). La
VAA-1 offre donc une stratégie thérapeutique intéressante visant a favoriser les réponses
des neutrophiles, comme dans le contexte de l'immunité anti-tumorale, ou encore a
éliminer ces cellules dans diverses maladies inflammatoires. Nous avons donc entrepris
cette étude dans le but de mieux comprendre le mode d'action de la VAA-1. De plus, nous
voulions verifier si cette lectine de plante pouvait, a faibles concentrations, potentialiser
les réponses des neutrophiles humains induites par I'lL-15 et, a lI'inverse, les inhiber a des

concentrations plus élevées.

Plus spécifiqguement, nous voulions examiner si la VAA-1 peut:

1) induire des événements biochimiques tels la phosphorylation sur résidus
sérine et thréonine dans les neutrophiles humains ;

i) moduler la phagocytose a elle seule et/ou moduler celle induite par
I'IL-15;

iii) inhiber le retard d'apoptose et I'augmentation de la synthése protéique de

novo induite par I'lL-15.
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Résumé francais

Modulation of interleukin-15-induced human neutrophil responses by the plant
lectin Viscum album agglutinin-1

Martin Pelletier !, Valérie Lavastre!, Anik Savoie!, Claude Ratthé®, Reinhard Salle ,

Katarina Hostanska® et Denis Girard®

"Centre de Recherche en Santé Humaine, INRS-Institut Annand-Frappier, Université du
Québec, Pointe-Claire, Québec, HOR 106, Canada.

2Department of Internai Medicine, University Hospital Zurich, Zurich, Switzerland.

La lectine de plante Viscum album agglutinine-(VAA-1) et la cytokine interleukine-15
(IL-15) sont deux molécules avec des propriétés qui présentent un potentiel thérapeutique.
Chacune de ces molécules peut moduler la réponse des neutrophiles. Cette étude fut
entreprise afin de mieux comprendre le mode d'action de la VAA-1 et de Vérifier si cette
lectine pouvait moduler les réponses des neutrophiles humains induites par I'lL-15. Nos
résultats indiquent que la VAA-1 n'induit pas d'événements biochimiques intracellulaires,
telle que la phosphorylation, dans les neutrophiles humains. De plus, la VAA-1 augmente
la phagocytose a elle seule, mais ne module pas celle induite par I'lL-15. Nous montrons
également que la VAA-1inhibe le retard d'apoptose induit par I'lL-15, et que ceci correle
avec une inhibition de la synthése protéique de novo. Finalement, I'lL-15 ne peut rétablir
ni atténuer la fragmentation d'une protéine du cytosquelette, la gelsoline, lors de
I'apoptose induite par la VAA-1. Nous concluons que la VAA-1 peut étre utilisee pour
inhiber certaines fonctions des neutrophiles induites par I'IL-15 et que la VAA-L agit

indépendamment des événements de phosphorylation.

Article publié dans Clinical Immunology Vol. 101, No. 2, p. 229-236,2001.
DOI : http://dx.doi.org/10.1006/clim.2001.5105

Cet article a dO étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.
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Mise en contexte

L'IL-15 retarde I'apoptose spontanée des neutrophiles, mais les mécanismes impliqués
n'ont pas été élucidés (Girard et al., 1996; Mastroianni et al., 2000). L'activation
inappropriée des neutrophiles peut entrainer la destruction tissulaire observée chez les
patients atteints de différentes maladies inflammatoires, comme I'arthrite rhumatoide et la
sarcoidose, ou des niveaux elevés d'IL-15 sont détectées dans les fluides biologiques
(Mordelet-Dambrine et al., 1988; Mclnnes et al., 1996; Agostini et al., 1996; Edwards et
Hallett, 1997). Nous avons émis I'nypothese que le retard d'apoptose des neutrophiles

induit par I'lL-15 pourrait jouer un role dans lI'inflammation.

Nous avons entrepris cette étude en comparant les voies de signalisation activées par
I'IL-15 et par un agoniste bien caractérisé des neutrophiles, le GM-CSF. Il a éte démontré
que le GM-CSF entraine la phosphorylation sélective de Jak-2, STATI, STAT3 et
STATSb (Brizzi et al., 1996; Al-Shami et al., 1997; Al-Shami et al., 1998; Al-Shami et
Naccache, 1999). De plus, le GM-CSF retarde I'apoptose des neutrophiles en activant la
voie de signalisation des MAPK, plus spécifiquement p38 et ERK.I/2 (Coffer et al., 1998;
Suzuki et al., 1999; Klein et al., 2000). Finalement, le retard d'apoptose induit par le
GM-CSF corréle avec la stabilité de la protéine anti-apoptotique Mei-l (Moulding et al.,
1998; Epling-Burnette et al., 2001b). Nous avions donc pour objectif d'examiner les
effets de I'lL-15 sur la stabilité de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 et I'activation des
voies de signalisation Jak-STAT et MAPK.

Plus specifiquement, nous voulions examiner si :

) I'IlL-15 empéche la dégradation de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 ;

i) les tyrosine kinases en genéral, et plus spécifiqguement les kinases ERK.1/2,
p38 MAPK et celles de la famille Jak-STAT, sont impliquées dans le
retard d'apoptose en utilisant des inhibiteurs spécifiques de ces voies de

signalisation ;



98

iii) I'IL-15 entraine la phosphorylation sur des résidus tyrosine des protéines
en geénéral et plus spécifiquement de Jak-2, STAT5b, p38 MAPK et
ERKI/2.
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Résumé francais

Mechanisms involved in interleukin-15-induced suppression of human neutrophil
apoptosis: role of the anti-apoptotic Mei-l protein and several kinases including
Janus kinase-2, p38 mitogen-activated protein kinase and extracellular signal-
regulated kinases-112

Martin Pelletier, Claude Ratthé et Denis Girard

Centre de Recherche en Santé Humaine, INRS-Institut Armand-Frappier, Université du
Queébec, Pointe-Claire, Québec, HOR 1G6, Canada.

L'interleukine-15 (IL-15) est une cytokine pro-inflammatoire qui agit comme un
inhibiteur genéral de I'apoptose et qui posséde des propriétés potentiellement
thérapeutiques. L'IL-15 est un agoniste connu pour activer les fonctions des neutrophiles
humains. Son mode d'action demeure toutefois inconnu. Nous voulions donc élucider les
mécanismes impliqués dans le retard d'apoptose induit par I'lL-15. Nos résultats
indiquent que 1'IL-15 induit des événements de phosphorylation sur les résidus tyrosine et
prévient la perte d'expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1. L'utilisation
d'inhibiteurs de différentes voies de signalisation nous a permis d'observer que les
kinases Jak-2, Jak-3, p38MAPK et ERKI/2, et non les protéines G, sont impliquées dans
le retard d'apoptose induit par I'IL-15. De plus, nous démontrons que I'lL-15 active
Jak-2, p38BMAPK et ERKI/2, mais, contrairement au GM-CSF, n'active pas STAT-5alb.
Nous concluons que I'IL-15 retarde I'apoptose des neutrophiles par différentes voies de
signalisation impliquant Mcl-1 et différentes kinases. De plus, contrairement au GM-CSF,
I'IL-15 n'active pas la voie de signalisation Jak-2/STAT-5, une voie de signalisation

importante des neutrophiles.

Article publié dans FEBS Letters Vol. 532, No. 2, p. 164-170, 2002
DOl : http://dx.doi.org/10.1016/S0014-5793(02)03668-2
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Mise en contexte

Le recrutement des neutrophiles et leur transmigration a travers 1'épithélium pulmonaire
pour atteindre les voies respiratoires sont des étapes importantes dans le processus
inflammatoire. L'activation des neutrophiles par différentes cytokines et chimiokines
entraine, entre autre, l'augmentation de 1'expression de différentes intégrines et de leurs
ligands a la surface des neutrophiles et des cellules épithéliales, ainsi que 1'adhésion entre
les deux types cellulaires (Doerschuk, 2001). Nous avons préalablement demontré que le
retard d'apoptose des neutrophiles induit par I'IlL-15 pourrait jouer un role dans
I'inflammation (Girard et al., 1996; Pelletier et al., 2002b). Sachant que des niveaux
éleves d'IL-15 ont été détectés dans les voies respiratoires de patients atteints de
différentes maladies pulmonaires, comme la sarcoidose et la tuberculose, et que la
quantité de neutrophiles dans les voies respiratoires correle avec la séveérité de ces
maladies, nous croyons que I'lL-15 pourrait également influencer le sort des neutrophiles
en attirant ceux-ci au site inflammatoire et en augmentant leur adhésion aux cellules

environnantes (Agostini etal., 1996; Drent et al., 1999; Zissel et al., 2000).

Nous avons décidé d'évaluer le recrutement de neutrophiles in vivo en utilisant le modéle
murin de la poche dair. En effet, ce modéle permet a la fois I'évaluation des différentes
populations recrutées par un agent particulier et la détection de la production locale
d'agents pro-inflammatoires (Dawson et al., 1991). Les expériences d'adhésion ont été
effectuées a l'aide de cellules épithéliales pulmonaires A549, modele utilisé par plusieurs
équipes pour des études d'adhésion (Kuo et al., 2000; Chen et al., 2001; Pelletier et al.,

2002a). Nous croyons que I'administration d'IL-15 dans le modele murin de la poche
d'air devrait induire le recrutement de neutrophiles et augmenter la production locale
d'agents pro-inflammatoires. De plus, I'IL-15 devrait augmenter I'expression d'intégrines
a la surface des neutrophiles et de leurs ligands respectifs a la surface des cellules A549,

induisant ainsi I'adhésion des neutrophiles a ces cellules.
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Plus spécifiqguement, nous voulions examiner si :

I'IL-15 augmente I'expression des intégrines CDIlla, CD11b, CDllIc et
CD18 a la surface des neutrophiles ;

I'IlL-15 augmente I'expression des molécules d'adhésion CD50, CD54 et
CD106 a la surface des cellules épithéliales pulmonaires A549 ;

les cellules A549 expriment les trois chaines de 1'IL-15R ;

I'IL-15 augmente I'adhésion des neutrophiles aux cellules A549;

I'IL-15 augmente le recrutement des neutrophiles dans le modele
inflammatoire murin de la poche d'air;

I'IL-15 augmente la production locale de deux agents pro-inflammatoires:

I'IL-6 et le CXCL2/MIP-2,
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Résumé francais

Interleukin-15 increases neutrophil adhesion onto human respiratory epithelial

Ab549 cells and attracts neutrophils in vivo
Martin Pelletier et Denis Girard

Centre de Recherche en Santé Humaine, INRS-Institut Armand-Frappier, Université du

Québec, Pointe-Claire, Québec, HIR 1G6, Canada.

Des niveaux élevés d'interleukine-15 (IL-15), un agoniste des neutrophiles, ont éte
associés a différentes maladies pulmonaires. L'adhésion des neutrophiles aux cellules
pulmonaires est un événement-clé dans le développement de I'inflammation. A ce jour,
aucune étude n'a montrée que I'lL-15 module I'expression de molécules d'adhésion a la
surface des neutrophiles, ni que I'lL-15 est impliquée dans l'adhésion des neutrophiles
aux cellules pulmonaires. De plus, aucune étude n'a clairement démontré que 1'IL-15 peut
induire un recrutement de neutrophiles in vivo. Nous avons donc élaboré cette étude dans
le but délucider ces points. Les neutrophiles ont été stimulés avec de I'IL-15 et

1'expression a la surface des intégrines CD11a, CD11b, CD11c et CD18 a été évaluée par

cytométrie en flux. De plus, I'expression extracellulaire des molécules d'adhésion CD50,
CD54 et CD106 a été évaluée sur la lignée épithéliale pulmonaire A549, lignée qui a
également été utilisée dans les études d'adhésion. Le modéle murin de la poche dair a été
utilisé afin d'évaluer le potentiel de I'lL-15 a induire le recrutement des neutrophiles in
vivo. Nous montrons que I'lL-15 augmente I'expression de CD11b et CD18 a la surface
des neutrophiles, en plus d'augmenter l'expression de CD54 a la surface des cellules
A549. De plus, nous montrons que les cellules A549 expriment les trois chaines du
récepteur de I'lL-15. La stimulation des neutrophiles ou des cellules A549 avec I'IL-15
augmente également l'adhésion des neutrophiles a ces cellules. Finalement, I'lL-15

induit un recrutement de neutrophiles in vivo, en plus d'augmenter les concentrations
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d'IL-6 et de CXCL2/MIP-2. Nous concluons que I'IL-15 pourrait participer au
développement a la persistence de l'inflammation dans les maladies respiratoires en
attirant les neutrophiles, en modulant I'expression de molécules d'adhésion et en

augmentant leur adhésion aux cellules pulmonaires.

Article publié dans Clinical and Experimental Immunology Vol. 141, No.2, p. 315-325,

2005.
doi: 10.1111/].1365-2249.2005.02861.x

Cet article a d étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.


http://dx.doi.org/10.1111%2Fj.1365-2249.2005.02861.x

117

Contributions des auteurs

Jiai réalisé toutes les expériences décrites dans cet article. Jai entierement rédigé le

manuscrit, avant de le remettre au Dr Girard, qui I'a lu, corrigé et soumis au journal.



118

Interleukin-15 increases neutrophil adhesion onto
human respiratory epithelial A549 cells and attracts

neutrophilsin vivo




Chapitre 6 : Article IV







133

Mise en contexte

L’IL-21 et son récepteur spécifique, I’'ITL-21Ra, ont été découverts par les équipes de
Parrish-Novak et d’Ozaki en 2000 (Parrish-Novak et al., 2000; Ozaki et al., 2000). Lors
de la caractérisation de I'IL-21, il a été suggéré que I'IL-21 posséde une certaine
homologie avec I'IL-15 (Parrish-Novak et al,, 2000). Un an plus tard, Asao et ses
collaborateurs (2001) ont montré que CD132 était indispensable 4 la signalisation
intracellulaire induite par I’'IL-21 (Asao ef al., 2001). Certaines études récentes suggérent
qu’une interaction in vivo serait possible entre 1’IL-21 et les neutrophiles (Parrish-Novak
et al., 2002; Wang et al., 2003; Di Carlo et al., 2004). Etant donné que les neutrophiles
expriment CD132 et que les fonctions des neutrophiles sont modulées par I’IL-15 (Liu ef
al., 1994; Girard et al., 1996), nous avons envisagé que 1’IL-21 pourrait également étre un
agoniste des neutrophiles. Nous voulions donc vérifier si les neutrophiles humains
expriment I’'IL-21Ra et si I’TL-21 peut directement moduler leurs fonctions. Suite 4 une
entente, le Dr. Donald C. Foster de ZymoGenetics (Seattle, WA) nous a fourni I’'TL-21
recombinante humaine afin d’entreprendre nos études in vitro sur les neutrophiles
humains. Nous voulions également vérifier si I’'IL-21 peut induire une réponse

inflammatoire in vivo en recrutant des neutrophiles dans la poche d’air.

Plus spécifiquement, nous voulions examiner si

i) I’IL-21 induit le recrutement transitoire ou soutenue de neutrophiles dans
le modeéle murin de la poche d’air ;

it) les neutrophiles expriment I’'TL-21Ra et si cette expression est modulée
lors de la différenciation des cellules promyélocytes en neutrophiles ;

iii)  P’IL-21 module différentes fonctions des neutrophiles et/ou leur apoptose.

Le recrutement inattendu a la fois de neutrophiles et de monocytes/macrophages dans la
poche d’air et I’absence de modulation des fonctions des neutrophiles par I’'TL-21 (dont la

chimiotaxie) nous a permis d’envisager que les monocytes/macrophages puissent étre
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impliqués dans le recrutement des neutrophiles en sécrétant certaines chimiokines. De

plus, P’expression de I'I[L-21Ra par les cellules HL-60, qui disparait lors de leur

différenciation en neutrophile, nous a permis d’envisager que I’IL-21 puisse jouer un role

dans la prolifération ou la différenciation des pro-myélocytes.

Plus spécifiquement, nous voulions ensuite vérifier si :

iv)

vii)

viii)

I’'TL-21 augmente, dans la poche d’air, la production locale d’agents pro-
inflammatoires impliqués dans Dactivation et/ou le recrutement des
neutrophiles et des monocytes/macrophages: la cytokine IL-6 et les
chimiokines CCL5/RANTES, CCL3/MIP-3a. et CXCL2/MIP2 ;

I’IL-21 entraine la phosphorylation de ERK1/2 chez les HL-60, une voie
de signalisation importante lors de leur différenciation en granulocyte et en
monocyte/macrophage (Miranda et al., 2002) ;

I’'IL-21 joue un rdle dans la prolifération et/ou la différenciation des
cellules HL-60 ;

les monocytes et les macrophages expriment I'[L-2]1Roet si cette
expression est modulée lors de la différenciation des cellules HL-60 vers
un phénotype de monocyte et de macrophage ;

I’IL-21 augmente la sécrétion du puissant chimioattractant des neutrophiles

CXCL8/IL-8 par les monocytes et les macrophages.
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Résumé frangais

In vivo and in vitro roles of IL-21 in inflammation

Martin Pelletier, Amélie Bouchard et Denis Girard

Centre de Recherche en Santé Humaine, INRS-Institut Armand-Frappier, Université du
Québec, Pointe-Claire, Québec, HOR 1G6, Canada.

L’interleukine-21 (IL-21) est une cytokine qui induit ses effets biologiques suite i sa
liaison & I’IL-21R, composé d’une chaine spécifique, IL-21Ra, et de la chaine commune
y¢ (CD132). Des études récentes suggerent que 1I’'IL-21 posséde des propriétés pro-
inflammatoires. Toutefois, aucune étude n’a clairement démontré que I’'IL-21 pourrait
induire I’inflammation in vivo. De plus, I’interaction entre les neutrophiles et 1’TL-21 n’a
jamais été examinée, malgré le fait que ces cellules expriment CD132 et que leurs
fonctions sont modulées par d’autres cytokines utilisant le récepteur CD132. L’utilisation
du modéle murin de la poche d’air nous a permis de montrer que I’IL-21 induit un
processus inflammatoire in vivo, caractérisée par le recrutement de neutrophiles et de
monocytes/macrophages. Contrairement au LPS, I’TL-21 n’augmente pas la concentration
locale des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires IL-6, CCL5/RANTES,
CCL3/MIP-3a0 et CXCL2/MIP2. Nous démontrons que les cellules pro-myélocytes
HL-60 expriment I'IL-21Ra., qui disparait lors de leur différenciation en neutrophile, et
que la chaine IL-21Ra n’est pas exprimée a la surface des neutrophiles. De pair avec cette
observation, I’'IL-21 induit la phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules HL-60, mais
pas dans les neutrophiles. Afin d’éliminer la possibilité que ’IL-21 pourrait activer les
neutrophiles en absence de I'[L-21Ra., nous démontrons que 1’TL-21 ne module aucune
fonction étudiée des neutrophiles (production de radicaux libres, phagocytose,
chimiotaxie ainsi que la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires) et
n’affecte pas leur apoptose spontanée. La phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules
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HL-60 pourrait suggérer que I’IL-21 joue un rdle dans la prolifération ou dans la
différenciation de ces cellules. Toutefois, nos résultats montrent que ce n’est pas le cas
pour les cellules HL-60. Les monocytes et les macrophages expriment quant & eux
’IL-21Ra et les macrophages stimulés avec I'IL-21 sécrétent du CXCL/IL-8, un
puissant chimioattractant des neutrophiles. Nous concluons que I’IL-21 est une cytokine
pro-inflammatoire, mais qu’elle n’est pas un agoniste direct des neutrophiles. Nous
proposons que ’TL-21 pourrait recruter les neutrophiles indirectement par un mécanisme
indépendant de la production d’IL-6, CCLS/RANTES, CCL3/MIP-3a et CXCL2/MIP2 et

qui impliquerait possiblement les monocytes/macrophages.

Article publié dans Journal of Immunology Vol. 173, No. 12, p. 7521-7530, 2004.
Copyright 2004. The American Association of Immunologists, Inc.
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In vivo and in vitro roles of IL-21 in inflammation
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In Vivo and In Vitro Roles of IL-21 in Inflammation!

Martin Pelletier, Amélie Bouchard, and Denis Girard?

IL-21 is a cytokine known to mediate its biological action via the IL-21R, composed of a specific chain, IL-21 Ra, and the common
y-chain (CD132). Recent data suggest that IL-21 possesses proinflammatory properties. However, there is no clear evidence that
IL-21 induces inflammation in vivo and, curiously, the interaction between IL-21 and neutrophils has never been investigated,
despite the fact that these cells express CD132 and respend to other CD132-dependent cytokines involved in inflammatory
disorders. Using the murine air pouch model, we found that IL-21 induced inflammation in vivo, based on recruitment of
neutrophil and monocyte populations. In contrast to LPS, administration of IL-21 into the air pouch did not significantly increase
the concentration of IL-6, CCL5, CCL3, and CXCL2. We demonstrated that HL-60 cells expressed IL-21R«, which is down-
regulated during their differentiation toward neutrophils, and that IL-21R« is not detected in neutrophils. Concomitant with this,
IL-21 induced Erk-1/2 phosphorylation in HL-60 cells, but not in neutrophils. To eliminate the possibility that IL-21 could activate
neutrophils even in the absence of IL-21Ra, we demonstrated that IL-21 did not modulate several neutrophil functions. IL-21-
induced Erk-1/2 phosphorylation was not associated with proliferation or differentiation of HL-60 toward neutrophils, monocytes,
or macrophages. IL-21Ra was detected in human monocytes and monocyte-derived macrophages, but IL-21 increased CXCL$
production only in monocyte-derived macrophages. We conclude that IL-21 is a proinflammatory cytokine, but not a neutrophil
agonist. We propose that IL-21 attracts neutrophils indirectly in vivo via a mechanism independent of IL-6, CCL3, CCLS5, and
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diate its biological activity through the 1L-21R composed of

a specific chain, IL-21Ra, and the common y-chain (y,)?
(CD132) shared by receptors to IL-2, IL4, IL-7, IL-9, and 1L-15.
IL-21Ra is a member of the type I cytokine receptor superfamily
that has the highest amino acid sequence similarity to 1L-2/15R8
(CDI122) and IL-4Ra (CD124). Northern blot analysis revealed
IL-21Ra transcripts mainly in lymphoid tissues (1), and also in
PHA-activated PBMCs (2). Western blot analysis confirmed that
IL-21Ra is expressed in resting lymphoid cells, activated PBMCs,
and in some cells lines of T, B, and NK origins. The v, has also
been demonstrated to be an indispensable subunit of the functional
IL-21R complex (3, 4).

IL-21 has close structural similarities to IL-2, IL-4, and IL-15,
and is known to regulate proliferation of mature T and B cells in
response (o activating stimuli. IL-21 mediates NK cell expansion
from bone marrow (1), and inhibits dendritic cell activation and
maturation (5). It was also found to regulate lg production from B
cells (6) and to prevent Ag-induced IgE production of IL-4-stim-
ulated B cells (7). IL-21 was also shown to be a growth and sur-
vival factor for human myeloma cells (8) and to display antitumor

I nterleukin-21 is a recently identified cytokine known to me-
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activity (9). Recently, Wang ct al. (10) demonstrated that 1L-21
possesses antitumor activity in vivo, mediated by NK cells, sug-
gesting that this cytokine may have therapeutic potential.

As with other CD132-dependent cytokines, IL-21 was found to
activate the Jak/STAT pathway. In particular, IL-21 activates
Jak-1 and 3 and STATI, STAT3, STATS in different human T cell
and B cell lines and in YT NK cells (2-4). In addition to the
Jak/STAT pathway, IL-21 was found to activate the MAPK path-
way, because it induces phosphorylation of Erkl/2 (p44/42
MAPK), at least in myeloma cells (8).

An increasing number of studies have indicated that human neu-
trophils can be activated by several CD132-dependent cytokines
and 1o express several, but not all, of the corresponding receptor
components (see Ref. 11 for a review). Interestingly, human neu-
trophils were found to express 7y, (CD132; Ref. 12), IL-2/15RS
(CD122; Ref. 13), IL-4Ra (CD124; Ref. 14), and IL-15Ra (15) on
their surface, but not IL-2Ra (CD25; Ref. 13), IL-7Ra (CD127;
Ref. 16), and IL-9Ra (15). Neutrophil expression of 1L-21Ra is
not yet known.

Some data suggest that IL-2] is a proinflammatory cytokine.
Mice overexpressing IL-21 have shown inflammatory infiltrates in
different tissues consisting of macrophages and neutrophils (17).
Furthermore, administration of 1L-21 plasmid DNA into mice pro-
ducing high levels of circulating IL-21 in vivo resulted in altered
populations of immune cells in the spleen and in peripheral blood
(10). Interestingly, the percentages of CD11b and Gr-1 stained
cells were increased in IL-21-expressing mice (10). TS/A murine
mammary adenocarcinoma cells genetically modified to secrete
IL-2] (TS/A-IL-21) and develop small tumors were rejected when
injected in syngeneic mice (18). Interestingly, 5 days after injec-
tion, TS/A-IL-21 tumors showed infiltrating cells, including gran-
ulocytes and macrophages.

The above observations prompted us to study potential proinflam-
matory effects of IL-21 in vivo as well as 1o investigate the interaction
of IL-21 with human neutrophils and PBMC. Using the murine air
pouch model, we found that IL-21 induced an accumulation of

0022-1767/04/502.00
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neutrophil and mononuclear cells. In vitro studies indicated that
IL-21 had no direct effect on several neutrophil functions, but ac-
tivated immature promyelocytic HL-60 cells based on phosphor-
ylation of Erk-1/2. Interestingly, we found that neutrophils do not
express 1L-21Ra, whereas this component receptor was expressed
in HL-60 cells but was down-regulated following maturation to-
ward a neutrophil-like phenotype, as induced by DMSO. IL-2] did
not promote cell differentiation of HL-60 cells toward neutrophils,
monocytes, or macrophages. However, we found that IL-21 in-
duced monocyte-derived macrophages to secrete CXCLS, a potent
neutrophil chemoattractant, suggesting that macrophages may play
a role in the recruitment of neutrophils in vivo.

Materials and Methods

Chemicals, agonists, and Abs

Recombinant human (rh) IL-21 was kindly provided by D. C. Foster from
ZymoGenetics (Seattle, WA). Recombinant murine IL-21 was purchased
from R&D Systems (Minneapolis, MN). thGM-CSF and rhlL-15 were pur-
chased from PeproTech (Rocky Hill, NJ). The monoclonal anti-actin clone
AC-40 from mouse ascites fluid (mouse 1gG2a), the monoclonal anti-Bcl-2
clone Bcl-2-100 from mouse ascites fluid (mouse IgG1), the monoclonal
anti-human CD14 clone UCHM-1 FITC conjugate (mouse 1gG2a), and the
monoclonal anti-human CDI11b clone 44 (mouse 1gG1) were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). The monoclonal anti-human IL-21R
clone 152504 (mouse IgG1) was from R&D Systems. The FITC-rat anti-
mouse F4/80 Ag (rat IgG2b), the FITC-rat anti-mouse neutrophil clone 7/4
(rat 1gG2a), and the FITC-rat 1gG2a negative control were from Serotec
(Raleigh, NC). The FITC-conjugated goat anti-mouse 1gG and HRP-con-
jugated goat anti-mouse 1gG were from Jackson ImmunoResearch Labo-
ratories (Mississauga, Ontario, Canada). FITC-Annexin V was purchased
from BioSource International (Camarillo, CA) and FITC-mouse anti-
human CD16 mAb was purchased from BD Pharmingen (Mississauga,
Ontario, Canada). LPS, propidium iodide (Pl), nitro blue tetrazolium
(NBT), PHA-P, purified human lgG, and 1¢,25-dihydroxyvitamin D; (Vit
D3), PMA, and fMLP were purchased from Sigma-Aldrich.

Air pouch experiments

CD! mice (6- to 8-wk- old) were obtained from Charles River Laboratories
(St. Constant, Canada). The mice (=5/group) were anesthetized with iso-
furane and sterilized air (3 ml filtered through a 0.2-pum Millipore filter;
Billerica, MA) was injected s.c. in the back using a 26-gauge needle to
make an air pouch on days 0 and 3. On day 6, | ml of 1L-21, LPS (positive
control), or the diluent (PBS) was injected into the air pouches of mice 3,
6, 9, or 24 h before the mice were killed by CO, asphyxiation (19). The air
pouches were washed once with 1 ml and then twice with 2 ml of HBSS
containing 10 mM EDTA, and the exudates were centrifuged at 100 X g
for 10 min at room temperature. Supernatants were collected and stored at
—20°C for further analysis. The cells were resuspended in 1 ml of HBSS-
EDTA and counted. The cells (2 X 10%) were centrifuged, spread onto
microscope slides, and stained with Hema-Stain to allow quantification of
granulocytic and mononuclear populations. To further characterize the leu-
kocyte subpopulations, the cells were suspended in PBS containing 5
pg/ml human IgG for 30 min at 4°C to block FcRs and then stained for 30
min at 4°C with purified rat anti-mouse 7/4 mAb directed against murine
neutrophils or rat anti-mouse F4/80 Ag Ab directed against murine mono-
cyte/macrophages. Analysis was performed with a FACScan (BD Bio-
sciences, San Jose, CA).

Detection of murine IL-6, CCL3, CCLS, and CXCL2

Fluids were harvested from air pouches after 3 and 6 h of treatment with
buffer, LPS (1 upg/ml), or IL-21 (100 ng/ml). IL-6, CCL3, CCLS5, and
CXCL2 were quantified using the following commercially available
ELISA kits according to the manufacturer’s recommendations: murine
IL-6 (sensitivity of <3 pg/ml; BioSource International), murine CCL3,
CCLS, and CXCL2 (sensitivity of <2, <1.5, and < 1.5 pg/ml, respectively;
R&D Systems). All samples were tested at least in duplicate.

Human neutrophil and PBMC isolation, monocytes, and
monocyte-derived macrophages

Neutrophils were isolated from venous blood of healthy volunteers by cen-
trifugation over Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’ Urfé,

Québec, Canada) as previously described (19, 20). Blood donations were
obtained from informed and consenting individuals according to institu-
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tionally approved procedures. Cell viability was monitored by trypan blue
exclusion, and the purity (>98%) was verified by cytology from cytocen-
trifuged preparations colored by the Hema-Stain staining kit. Human
PBMC were harvested during neutrophil isolation. PBMCs were also in-
cubated in RPMI 1640-10% autologous serum for 2 h at 37° C in plastic
dishes and adherent cells were identified as monocytes, based on positive
a-naphtyl acetate esterasc tests (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO).
Monocytes were further incubated for 7 days in RPMI 1640-10% FCS
supplemented with 2 ng/ml GM-CSF to obtain monocyte-derived macro-
phages (21).

HL-60 cell differentiation

HL-60 cells (American Type Culture Collection, Manassas, VA) were
treated with 1.25% (v/v) DMSO or with 100 nM 1,25-(OH), vitamin D, for
6 days for differcntiation toward neutrophil-like or monocyte-like cells,
respectively, or with 10 nM PMA for 3 days for differentiation toward
macrophage-like cells. Differentiation was evaluated by morphology, by
cell cycle analysis using Pl and by the NBT assay (22). Cell surface ex-
pression of CD11b (2 pl/tube) and CD14 (2 pl/tube) were performed by
flow cytometric analysis (10,000 events) using a FACScan (BD
Biosciences).

Cell cycle analysis using Pl

Cells were harvested and washed twice with PBS. Cells were then fixed in
cold 70% ethanol for at least 30 min at 4°C. Cells were washed twice with
PBS and treated with 100 pg/ml RNase. P1 (50 ug/ml) was added and cells
were analyzed by flow cytometry.

Inmunoblotting

Cells were lysed in 2X Laemmli’s sample buffer and aliquots correspond-
ing to 0.5 X 10¢ cells (from 0.5 to 2 X 10° cells for neutrophils) were
loaded onto 10% SDS-PAGE and transferred from gel to polyvinylidene
difluoride membranes. Nonspecific sites were blocked with 5% nonfat dry
milk (Carnation, Don Mills, Ontario, Canada) in TBS-Tween (25 mM Tris-
HCI, pH 7.8, 190 mM NaCl, 0.15% Tween 20) for | h at room temperature.
Membranes were then washed with TBS-Tween and incubated overnight at
4°C with mouse anti-1L-21Ra at 1 ug/ml in TBS-Tween. Membranes were
then washed with TBS-Tween and incubated for 1 h at room temperature
with a goat anti-mouse HRP sccondary Ab (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) at 1/20,000 in TBS-Tween + 5% nonfat dry milk, followed
by washes. Membranes were revealed with ECL. Membranes were stripped
with agitation for 30 min at 65°C with stripping buffer (100 mM 2-ME, 2%
SDS, 62.5 mM Tris, pH 6.7) and washed extensively with TBS-Tween.
Membranes were blocked with either TBS-Tween + 2% BSA (anti-actin)
or TBS-Tween + 5% nonfat dry milk (anti-Bcl-2) for | h at room tem-
perature. Membranes were then probed overnight at 4°C with mouse anti-
actin (3 pg/ml) in TBS-Tween + 1% BSA or mouse anti-Bcl-2 (1/1000) in
TBS-Tween. Membranes were then washed with TBS-Tween and incu-
bated for 1 h at room temperature with a goat anti-mouse HRP secondary
Ab at 1/15,000 in TBS-Tween + 2% BSA (anti-actin) or 1/15,000 in TBS-
Tween + 5% nonfat dry milk (anti-Bcl-2) followed by washes. Membranes
were revealed with ECL. In other experiments, immunoblotting was per-
formed with the same Ab. Actin and/or Bcl-2 expression was monitored in
parallel using specific Abs.

Assessment of neutrophil apoptosis by cytology, CD16
expression, and annexin V

Freshly isolated human neutrophils (100 ul of a 10 X 10° cells/m! sus-
pension in RPMI 1640 supplemented with 10% autologous serum) were
incubated for 24 h in the presence or absence of increasing concentrations
of 1L-21, and apoptosis was evaluated by cytology as previously described
(19). The results were expressed as the percentage of neutrophils in
apoptosis.

CD16 expression and annexin V were used to confirm the inability of
1L-21 to modulate the neutrophil apoptotic rate. After 24 h of incubation in
the presence or absence of IL-21, the cells were suspended at concentra-
tions of 1.5 X 10%ml, washed, and preincubated for 30 min at 4°C (light
protected) with 20% autologous serum to prevent nonspecific binding via
FcRs. The cells were then washed and incubated with 2 pl of the FITC-
mouse anti-human CD16 mAb for 30 min at 4°C (light protected) or with
2 ! of FITC-Annexin V for 15 min at room temperature (light protected)
before FACS analysis. Flow cytometric analysis (10,000 events) was per-
formed using a FACScan (BD Biosciences).
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O3 production

O3 production was performed by colorimetric assay (reduction of cyto-
chrome ¢), as previously published (20). For the priming experiments, cells
were incubated for 30 min with 1L-21 or 65 ng/ml GM-CSF (positive
control) as above, followed by a 5-min incubation with 10~7 M fMLP, The
absorbance of cytochrome ¢ was monitored at 550 nm and the number of
O3 anions produced was calculated by the difference between correspond-
ing wells with or without O3 dismutase using an extinction cocflicient
of 21.1.

Phagocytosis of sheep erythrocytes

Sheep RBC (SRBC) were opsonized with a final 1/200 dilution of rabbit
1gG anti-SRBCs Ab (Sigma-Aldrich) followed by incubation for 45 min at
37°C as previously described (19). Neutrophils (10 X 10 cells/ml in RPMI
1640) pretreated 30 min with buffer or 1L-21, were incubated with 50 X
10 opsonized SRBCs for 45 min as above. The pollutant toxaphene was
used a positive control in this assay (23). The samples were centrifuged at
200 X g at 4°C for 10 min. Supernatants were discarded and, to eliminate
noningested SRBCs, osmotic shock was performed on the pellets by treat-
ing them with 300 pl of H,O for 20 s followed immediately by the addition
of 4.5 ml of ice-cold PBS (1X). The samples were washed twice with
ice-cold PBS and the final pellets were suspended to a final concentration
of 10 X 10° cells/ml. Duplicate cytocentrifuged preparations were prepared
in aliquots of ~200 ! and processed essentially as previously documented
(19, 21). Phagocytosis was measured as percentage of neutrophils ingesting
at least one opsonized SRBC.

Chemotaxis

In vitro chemotaxis was performed in a 48-well Microchemotaxis chamber
(NeuroProbe, Gaithersburg, MD) using a 3-um polycarbonate membranc
filter as previously described (24, 25). CXCL8 was used as a positive
control (26).

Production of human CXCL8 and IL-1B

Freshly isolated human neutrophils (10 X 10%ml in RPM1 1640 supple-
mented with 5% FCS) were incubated with buffer, GM-CSF (65 ng/ml), or
increasing concentrations of 1L-21 (100, 250, or 500 ng/ml) for 24 h. The
concentration of CXCLS8 and IL-18 released into the external milien were
quantified by commercial ELISA kits (BioSource International; sensitivity
of <5 and <1 pg/ml, respectively) according to the manufacturer's in-
structions. All samples were tested at least in duplicate.

Results

IL-21 induces an inflammatory response in vivo

We decided to use the murine air pouch model to evaluate the
potential proinflammatory effect of IL-21 in vivo. Increasing con-
centrations of murine IL-21 were injected into the air pouch and
the number of infiltrated cells was quantified after 6 h, an optimal
condition in this model (27). As a positive control, we used LPS-
induced pouches, a condition known to attract several millions of
cells after a few hours, among which >85% of cells are neutro-
phils (19, 28, 29). As illustrated in Fig. 14, IL-21 induces cell
accumulation into the air pouch. The maximum number of cells
attracted by IL-21 (2.4 * 0.5 X 10° cells/pouch) was observed at
a concentration of 100 ng/ml IL-21. As expected, LPS caused a
significant accumulation of cells with an average number of 6.6 *
0.9 X 10° cells/pouch. Cytocentrifuged preparations were per-
formed to characterize the leukocyte subpopulations migrating into
the air pouch (Fig. 1B). When compared with LPS, IL-21 attracted
a higher proportion of mononuclear cells in addition to neutrophils.
We identified ~12% of mononuclear cells in response to LPS,
whereas this number increases to ~35% in response to IL-21. The
mononuclear cells observed by cytology were mainly of the mono-
cytic lineage, as confirmed by the a-naphtyl acetate esterase en-
zymatic test (Fig. 1B) and by the binding of the F4/80 Ab by flow
cytometry (Fig. 10).

Knowing that IL-21 attracted a significant number of cells other
than neutrophils, we performed kinetic experiments to answer
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FIGURE 1. IL-2] induces an inflammatory response in vivo. A, Dorsal

air pouches were raised in CD-1 mice as described in Marerials and Meth-
ods before injecting 1 ml of the buffer (Curl), LPS (1 ug/ml), or 1L-21
(1-500 ng/ml) directly into pouch. Six hours later, the exudates were har-
vested and the number of emigrated total leukocytes was calculated and
separated in granulocytes (M) or mononuclear cells ((J). Results are
means = SEM (n 2 5 mice/group). B, A representative cytocentrifuged
preparation of harvested cells illustrating that the majority of cells attracted
by LPS are granulocytes, whereas 1L-21 recruits both granulocytes and
mononuclear cells (arrowheads). C, Cells were stained with purified rat
anti-mouse 7/4 mAb directed against murine neutrophils (panels 7 and 3,
solid line) or rat anti-mouse F4/80 Ag Ab recognizing murine monocyte/
macrophages (panels 2 and 4, solid line) as described in Materials and
Methods. Dotted lines, appropriate isotypic controls. *, p < 0.05 vs control
(Ctrl) by ANOVA.

whether or not these cells arrive before or after neutrophils. As
illustrated in Fig. 24, the injection of buffer, LPS, or 1L-21 into the
air pouches did not increase significantly the total number of cells
collected after 3 h. Moreover, the cell types found in the collected
fluids did not significantly differ between the three groups, al-
though granulocytes already formed the majority of inflammatory
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FIGURE 2. Kinetics of the IL-21-induced inflammatory response in
vivo. Buffer (Ctrl), IL-21 (100 ng/ml), or LPS (1 pg/ml) was administered
into the air pouch as in the Fig. 1 legend and total leukocyte (A), granu-
locyte (B), or mononuclear cell counts were performed after 3, 6, 9, and
24 h as described in Materials and Methods. Results are means * SEM
(n = 5 mice/group). *, p < 0.05 vs control (Ctrl) by ANOVA,

cells identified (Fig. 2, B and C). Again, the number of cells was
significantly increased after 6 h of treatment with 100 ng/ml IL-21.
The response started to decline after 9 h, whether cells were
attracted by IL-21 or LPS. More importantly, the inflammatory
response induced by 1L-21 or by LPS was transient, and was
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completely resolved after 24 h, because neither the neutrophils
nor the mononuclear cells persist following the treatment.

IL-21-induced cell attraction in vivo is not linked to CCL3,
CCLS, CXCL2, or IL-6 production

The production of chemokines by neutrophils or by other cells,
including those already present at the injection site at the time of
stimulation, could explain the recruitment of neutrophils and
mononuclear cells by IL-21 in vivo. We verified the presence of
increased protein expression of three important chemotactic fac-
tors, namely CCL3, CCLS5, and CXCL2 and the cytokine IL-6 by
ELISA. We selected this latter cytokine because it was found to be
increased by LPS in some similar circumstance (30, 31). As illus-
trated in Fig. 3, IL-21 treatment did not increase the production of
the three chemokines and IL-6 but, as expected, LPS increased
significantly the production of CCL5, CCL3, CXCL2, and IL-6.
These results indicate that the presence of neutrophils and mono-
nuclear cells in IL-21-stimulated mice is not due to local produc-
tion of CCL3, CCLS, CXCL2, or IL-6. In two separate experi-
ments, we have verified the ability of the different collected air
pouch fluids (n = 3 animals/group) to induce cell attraction in vivo
and we found that none of the collected fluids attracted cells in
vivo (data not shown).

Human PBMC express IL-2]1Ra but not mature neutrophils

Because we found that IL-21 induced neutrophil and monocyte-
macrophage cell attraction in vivo, we reasoned that these cells
could be important targets of this cytokine. IL-21 is known to act
via its receptor, composed of the specific chain IL-2IRa and ..
Although v, is known to be expressed in these cells, the presence
of 1IL-21Ra in neutrophils, unlike PHA-P-induced PBMC (2), is
unknown. As illustrated in Fig. 44, IL-21Ra was detected by im-
munoblotting in PHA-P-induced PBMC after 2472 h, but not in
naive PBMC cells. 1L-21Ra was not detected in freshly isolated
human neutrophils, even if we increased cell loading up to 2 X 10°
cells/lane (note the corresponding increased quantity of actin). We
next try to detect IL-21R« in 24 h-aged neutrophils that were in-
cubated or not with known neutrophil agonists such as fMLP, LPS,
IL-15, PMA, or with IL-21. As illustrated in Fig. 48, IL-21Ra was
not detected under these conditions, but as expected, IL-21Ra was
expressed in PHA-P-induced PBMC.
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FIGURE 4. Human ncutrophils do not express the IL-21Ra. Freshly
isolated neutrophils or PHA-P-stimulated PBMC (A) or neutrophils stim-
ulated for 24 h with the indicated agonists (B), were lysed, subjected to
SDS-PAGE, and immunoblotted with the anti-human IL-21Ra or anti-
human actin as described in Materials and Methods. Results are represen-
tative of three different experiments. MW, m.w. standards. PHA-P, FMLP,
LPS, IL-15, IL-21, and PMA were used at 2 ug/ml, 10”7 M, 1 ug/ml, 250
ng/ml, 250 ng/ml, and 10~7 M, respectively.

Down-regulation of IL-2IRa during HL-60 cell differentiation
toward neutrophil-like phenotype: IL-21 activates Erk-1/2 in
HL-60 but not neutrophils

Knowing that neutrophils do not express 1L-21Ra, but that 1L-21
was previously found to bind to immature promyelocytic HL-60
cells, and that IL-2 1R expression was not directly studied in these
cells (1, 9), we then investigated the expression of IL-2]Ra in
HL-60 cells. As illustrated in Fig. 54, IL-21R« was detected in
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|
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FIGURE 5. IL-21 activates Erk-1/2 in promyelocytic HL-60 cells, but
not neutrophils: expression of IL-21Ra is down-regulated during differen-
tiation of HL-60 cells toward neutrophils. Untreated or HL-60 treated with
1.25% DMSO (v/v) for the indicated times, and untreated neutrophils (A),
GMCSF- or IL-21-induced HL-60 and neutrophil cells (B) were lysed,
subjected to SDS-PAGE, and immunoblotted with the respective Abs as
described in Materials and Methods. Data shown are representative of at
least three different experiments.
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HL-60 cells, but its expression decreased over time during differ-
entiation toward neutrophils. The expression of IL-21R« is not
completely abolished after 6 days of differcntiation; this is ex-
plained by the fact that ~75% of cells had differentiated, according
to the NBT assay test (data not shown). The different bands de-
tected by the anti-IL-21Ra Ab can be explained by the five N-
linked glycosylation sites present in IL-21Ra, resulting in a num-
ber of potential O-linked glycosylation sites leading to appearance
of different polypeptides ranging from 60 to 100 kDa (2). In con-
trast to actin, cxpression of the anti-apoptotic Bcl-2 protein
decreased over time, indicating efficiency of the differentiation
process toward neutrophils (32-34). As expected, actin, but not
IL-21Re and Bcl-2, was detected in mature human neutrophils. As
with other 1y, (CD132)-dependent cytokines, 1L-21 has been found
to activate the Jak-STAT pathway (2- 4). Recently, the MAPK
family members Erk 1/2 were also found to be activated by 1L-21
in IL-6-dependent myeloma cell lines (8). We investigated polten-
tial activation of Erk-1/2 by 1L-21 in HL-60 cells, knowing that
these cells express both vy, (35) and IL-21Ra. As illustrated in Fig.
5B, IL-21 induced phosphorylation of Erk-1/2 in HL-60 cells, but
not in mature ncutrophils. Neutrophils were, however, responsive,
because GM-CSF induced phosphorylation of Erk-1/2 (20, 36).

IL-21 is not a human neutrophil agonist in vitro

The presence of neutrophils and mononuclear cells in the IL-21-
induced air pouch suggested that IL-21 may activate neutrophils
and/or mononuclear cells. Although we found that neutrophils do
not express IL-21Ra and that 1L-21 does not activate Erk-1/2, we
decided to investigate potential effects of IL-21 on different neu-
trophil functions, because we do not know whether neutrophils
express any unidentified IL-21-binding component. As illustrated
in Fig. 6, IL-2] does not modulate human neutrophil apoptosis as
assessed by the FITC-Annexin V binding assay, cell surface ex-
pression of CD16, and cytology. Because this response is mea-
sured after 24 h, we decided to study the potential effects of IL-21
on neutrophil responses occurring more rapidly. 1L-21 did not in-
duce neutrophil O3 production after 5 (Fig. 7A) or 30 min (Fig. 7B)
of stimulation. We verified also whether 1L-21 could have a prim-
ing effect by increasing the fMLP response. In these experiments,
cells were pretreated with 1L-21 and then activated with fMLP. As
illustrated in Fig. 7C, IL-21, unlike GM-CSF, did not increase the
fMLP response. In addition, we demonstrated that IL-2]1 did not
modulate phagocytosis (Fig. 7D), chemotaxis (Fig. 7E), produc-
tion of CXCL8 (IL-8) (Fig. 7F), and 1L-18 (Fig. 7G). In addition,
we also verified whether IL-2] modulated RNA synthesis as as-
sessed by [*H]uridine uptake (19). We found that 1L-21 did not
modulate this response (Fig. 7H). Collectively, these data demon-
strated clearly that IL-21 is not a neutrophil agonist in vitro.

IL-21 is not a maturation agent for HL-60 cells

Activation of Erk-1/2 has been implicated in several cellular pro-
cesses, including cell proliferation and differentiation (37). Be-
cause phosphorylation of Erk-1/2 occurs in HL-60 cells following
stimulation with IL-21, we verified whether 1L-21 could induce the
proliferation or differentiation of these cells toward neutrophils,
monocytes, or macrophages. HL-60 cells were treated for several
days with either 10, 100, or 1000 ng/ml IL-21 or DMSO (neutro-
phil differentiation), Vit D3 (monocyte differentiation), or PMA
(macrophage differentiation), and characteristic markers of prolif-
eration and differentiation were analyzed. As illustrated in Fig. 84,
the cell cycle was not altered with IL-21, as compared with
DMSO, Vit D3, or PMA treatment, where the majority of the cells
were in the G/G, phase and fewer cells were in the S and G,/M
phases. Microscopic observations (Fig. 84, panels 1-5) illustrated
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FIGURE 6. IL-21 does not alter neutrophil apoptotic rate. Freshly isolated human neutrophils (10 X 10%ml) were incubated for 24 h in the presence
of buffer (Ctrl), GM-CSF (GM), or the indicated concentrations of IL-2]1. Apoptosis was assessed by annexin V staining (A), CD16 expression (B), and
cytology (C), as described in Materials and Methods. Results are means = SEM (1 = 4 different blood donors). Results presented in the right part of each
panel illustrate representative data that have been plotted in the corresponding graph. Arrowheads in C illustrate normal neutrophils (segmented nuclei)
whereas arrows indicate apoptotic cells. *, p < 0.05 vs control (Ctrl) by ANOVA.

that IL-21, in contrast to DMSO, PMA, and Vit D3, had no effect
on HL-60 cells, because cell morphology was identical to that of
control cells. For simplicity, only the results obtained with 100
ng/ml IL-21 and after 6 days of treatment are illustrated, because
the results were similar with the other conditions.

Changes in cell surface marker expression have been reported
during differentiation of HL-60 cells treated with DMSO, Vit D3,
and PMA (38). To further demonstrate that 1L-21 had no effect on
HL-60 cell differentiation, cell surface expression of CD11b and
CDI14 was analyzed after each treatment. As indicated in Fig. 8B,
IL-21 did not alter CD11b and CD14 expression, whereas, as ex-
pected, CD11b was up-regulated with DMSO, PMA, and Vit D3
treatment (38). CD14 was up-regulated only with Vit D3 treatment
(38). These data demonstrate that IL-21 is not a maturation factor
for HL-60 cells.

Expression of IL-21Ra by monocytes and monocyte-derived
macrophages

Because we demonstrated that human neutrophils do not express
IL-21Ra and that IL-21 had no effect on human neutrophil func-
tions, we next verified whether IL-21Ra is expressed in monocytes
and macrophages, because these cells were the other major cell
types attracted by IL-21 in the murine air pouch. In parallel, we
studied the expression of 1L-21Ra in HL-60 cells differentiated
toward monocytes or macrophages after treatment with Vit D3 or

PMA, respectively. As illustrated in Fig. 9, human monocytes (Fig.
9A) and monocyte-derived macrophages (Fig. 9B) express the IL-
21Ra. The expression of IL-21Ra was maintained during differ-
entiation of HL-60 cells toward monocytes or macrophages.
Therefore, both monocytes and macrophages may be direct targets
of IL-21.

IL-21 induces human monocyte-derived macrophages to produce
CXCLS, but not monocytes

Knowing that human neutrophils do not express 1L-21Ra and that
IL-21 did not induce CXCL8 production in these cells, we ques-
tioned whether IL-21 could induce CXCL8 production by human
monocytes and/or monocyte-derived macrophages. As illustrated
in Fig. 10, macrophages, but not monocytes, increased CXCL8
production in response to IL-21. As expected, LPS induced
CXCL8 production in both cell types (data not shown). These re-
sults clearly indicate that although monocytes were not activated
by IL-21, they were responsive and produced CXCLS.

Discussion

The CD132-dependent cytokines IL-2, IL-4, and IL-15 are proin-
flammatory cytokines known to play important roles in inflamma-
tory disorders, including rheumatoid arthritis (39). The major aim
of the present study was to elucidate the in vivo and in vitro proin-
flammatory properties of the recently identified CDI132-dependent
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cytokine, IL-21. In particular, knowing that IL-2, IL-4, and IL-15
activate human neutrophils, and that these cells express CD132
(11), which is an IL-21R subunit, we were interested in knowing
whether these cells are important targets of IL-21.

Using the murine air pouch model we have demonstrated that
IL-21 induces a neutrophilic and mononuclear inflammation re-
sponse in vivo, suggesting that these cells are targets to [L-21.
However, we found that human neutrophils do not express the
IL-21Ra component. This could explain why IL-21 does not mod-
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ulate O3 production, phagocytosis, CXCL8 and 1L-18 production,
chemotaxis, and RNA synthesis. Because IL-21 was not a che-
moattractant for neutrophils in vitro, but attracted them in vivo, we
hypothesized that recruitment of neutrophils into air pouches oc-
curred via the production of chemokines by other cell types, in-
cluding the monocytes and macrophages, which are also attracted
in vivo, Although it was beyond the scope of this study to deter-
mine which chemokines are involved in IL-21-induced cell attrac-
tion, we nevertheless investigated the role of CCL3, CCLS, and
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FIGURE 8. IL-2! is not a maturation agent for HL-60 cells. HL-60 cells were treated with 100 ng/ml IL-21, or with 1.25% DMSO (v/v) for neutrophil
diffcrentiation; 100 nM Vit D3 for monocyte differentiation; or 10 nM PMA for macrophage differentiation. Cells were harvested after 6 days for DMSO or Vit
D3 treatment and after 3 days for PMA treatment. A, Cell cycle analysis was evaluated using Pl as described in Materials and Methods. Right panels illustrate
comresponding morphological observations monitored by optical microscopy (magnification, X200). B, HL-60 cell surface expression of CD11b and CD 14 (filled
curve) was monitored by flow cytometry as described in the Materials and Methods. Results are representative of three different experiments.

CXCL2, three excellent potential candidates. These chemokines
are known to attract neutrophils (40, 41), monocytes, and macro-
phages (42, 43). However, in contrast to LPS, we did not observe
increased expression of these chemokines in the exudates follow-
ing IL-21 treatment. 1L-6 was also another interesting potential
candidate, because this cytokine is known to be involved in pneu-
molysin-induced lung inflammation in mice characterized by a
dose-dependent influx of neutrophils in bronchoalveolar lavage
fluids (30). In addition, IL-6 was recently found to be highly ex-
pressed in the exudates of hemozoin-induced murine air pouches,
characterized by an influx of neutrophil and monocyte populations
(31). Again unlike LPS, IL-6 expression was not increased in re-
sponse to IL-21, These results strongly suggest that 1L-21 attracts
cells in a manner different from LPS, and by a mechanism that is
independent of CCL3, CCL5, CXCL2, and IL-6. This discrepancy
is of interest, because IL-21 attracts an important proportion of
mononuclear cells into the air pouch as compared with LPS in-
duction. Although the collected fluids from IL-21-induced animals
were devoid of chemotactic activity, we do not rule out the pos-
sibility that, at a particular time point, some chemotactic factors
would be expressed at higher concentrations. However, it is clear
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FIGURE 9. IL-21Ra is expressed by human monocytes and monocyte-

derived macrophages. Monocytes and 7-day monocyte-derived macrophages
were isolated as described in Materials and Methods. HL-60 cells were treated
with 100 nM 1,25-dihydroxyvitamin D3 (Vit D3) for monocyte differentiation
or 10 nM PMA for macrophage differentiation for the indicated periods of
time, were lysed, subjected to SDS-PAGE, and immunoblotted with the Ab.
Results are from one representative experiment of three.
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FIGURE 10. 1L-21 increases CXCL8 production by monocyte-derived
macrophages but not by monocytes. Monocytes (4) and 7-day monocyte-
derived macrophages (8) (both at 1 X 10° cells/ml) were incubated for 24 h
with buffer (Ctrl) or increasing concentrations of 1L-21 (10-500 ng/ml).
Supernatants were harvested and CXCL8 (IL-8) concentration was mea-
sured using a commercial ELISA kit, as described in Materials and Meth-
ods. Results are expressed as stimulation indices (CXCL8 produced by
stimulated cells/CXCL8 produced by unstimulated cells X 100) (n = 4). *,
p < 0.05 by ANOVA. Results varied from cxperiment to experiment rang-
ing grossly from 25 to 304 pg/m! in untreated vs 54 (o 827 in IL-21 (500
ng/ml)-induced macrophages and 14 to 353 ng/ml in untreated vs 13 10 290
in IL-21 (500 ng/ml)-induced monocytes.

that the chemokine profiles induced in response to 1L-21 and LPS
are distinct and this needs to be addressed.

In vitro, stimulation of human monocyte-derived macrophages
by IL-21 resulted in a concentration-dependent production of
CXCLS. Interestingly, we did not observe increased CXCL8 ex-
pression in IL-21-induced human monocytes. CXCLS is a potent
chemoattractant of human neutrophils and our results suggest that
macrophages may be partly responsible for the recruitment of neu-
trophils in vivo. However, because CXCLS3 is not found in mice,
additional experiments are needed to identify the human CXCLS-
like chemokine(s) involved in neutrophil and mononuclear cell
recruitment. The fact that IL-21 does not directly activate neutro-
phils does not indicate an absence of response by these cells to
IL-21, Indirectly, neutrophils could respond to IL-21 via cytokines
or chemokines produced by macrophages or other cell types
present at the inflammatory site.

The exact role of IL-21/IL-21Ra interaction in immature HL-60
cells is currently unclear. However, it is clear that binding of 1L-21
to its receptor induces phosphorylation of Erk-1/2. Activation of
Erk-1/2 is frequently associated with the first phases of prolifera-
tion and differentiation of these cells (44-47). However, this does
not appear to be the case in 1L-21-induced HL-60 cells. More
surprising, 1L-21 did not induce HL-60 cell differentiation/matu-
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ration toward neutrophils, monocytes or macrophages. This con-
clusion is supported by the fact that, as expected, cells were re-
sponsive to treatment with DMSO, Vit D3, and PMA. Unlike
promyelocytes, IL-21 was recently found to induce the functional
maturation of murine NK cells (48) and rapid maturation of human
CD34™ cell precursors toward NK cells (49). This attests to the
complexity of the biological action of IL-21.

In this study, one interesting observation is the down-regulation
of IL-21R« in HL-60 cells during differentiation toward neutro-
phil-like phenotype, but not during their differentiation toward
monocyte and macrophage phenotypes. This supports the fact that
neutrophils do not respond to IL-21, in contrast to mononuclear
cells, especially monocyte-derived macrophages, which produce
CXCLS8 in response to 1L-21. The mechanism regulating the down-
regulation or the maintenance of 1L-21Ra during differentiation of
HL-60 cells is presently unknown and needs to be investigated.

The presence of neutrophils at tumor sites and their role in tu-
mor rejection is a relatively new concept in immunobiology. Al-
though we have demonstrated that 1L-21 is not a neutrophil ago-
nist, we do not rule out the possibility that IL-21 could activate
these cells indirectly. The antitumoral role of IL-21 is now well
established and there is evidence that neutrophils might be in-
volved in the rejection process induced by IL-21 (18). Di Carlo et
al. (18) have shown that 1L-21-induced tumor rejection required
the presence of CD8* T lymphocytes and of granulocytes. Re-
cruitment of neutrophils and macrophages at tumor sites by 1L-21
strongly suggests an active role of these cells in the rejection pro-
cess. Interestingly, absence of granulocytes was found to correlate
with a delay in the rejection process (18).

The results of the present study support a potential indirect role
of IL-21 on neutrophils via the stimulation of mononuclear cells.
We believe that IL-21 plays important roles in inflammation and
during activation and/or development of nonlymphoid cells, in-
cluding promyelocytes, neutrophils, and mononuclear cells. The
importance of IL-21Ra expression in 1L-21-mediated biological
action has been previously demonstrated (50). Herein, our results
obtained with neutrophils clearly demonstrate that the sole expres-
sion of CD132 is insufficient to induce cell signaling in response to
IL-21. We conclude that 1L-21 is not a direct human neutrophil
agonist, but we propose to include IL-21 into the growing list of
CDI132-dependent cytokines having proinflammatory properties in
vivo and in vitro.
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Mise en contexte

La présence de I'IL-21Ra chez les cellules immatures HL-60 nous a incité a envisager un
role de I’IL-21 dans la prolifération et la survie de cellules immatures (Pelletier ef al.,
2004). Nous avons donc isolé les cellules de la moelle osseuse de la souris afin de les
stimuler avec I’IL-21 et I’IL-15 dans le but d’examiner ’effet de ces cytokines sur la
prolifération et 1’apoptose induite par la privation de facteurs essentiels. Nous avons
également séparé les populations myéloides (CD11b") et lymphoides (CD11b") afin de
vérifier les effets de I’'IL-21 et de I’IL-15 sur chacune de ces fractions. Finalement, nous
avons voulu vérifier I’importance de NF-kB dans la modulation de la prolifération et/ou
de I’apoptose induite par I’'IL-15 et I'IL-21. En effet, il a récemment été montré que le
facteur de transcription NF-xB est activé par I'IL-15 dans les neutrophiles, les
éosinophiles et les cellules CD34" (progéniteurs hématopoiétiques) (McDonald et al.,
1998b; Hoontrakoon et al., 2002; Giron-Michel et al., 2003). Il a également été démontré
que I’'IL-21 active ERK1/2, mais pas NF-kB, dans les lignées cellulaires dépendantes de
I'IL-6, OH-2 et IH-1 (Brenne et al., 2002). Il a également été montré que I’'IL-21
n’augmente pas I’accumulation nucléaire de NF-kB, ne module pas ’accumulation
nucléaire induite par le LPS dans les lymphocytes B de la rate et n’induit pas la liaison de
NF-«xB p50 et NF-kB p65 au promoteur du géne de I’IFN-y dans les cellules NK-92 (Suto
et al., 2002; Strengell et al., 2003). Ainsi, nous avons privilégié ’utilisation de souris
déficientes pour le facteur de transcription NF-kB p50 pour évaluer les effets de I’'TL-15
etde I'IL-21.

Plus spécifiquement, nous voulions examiner si :
1) PIL-15 et I'IL-21, tout comme le LPS, modulent la prolifération et

I’apoptose induite par la privation de facteurs essentiels des cellules de la
MO ;



iii)
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les effets de I'TL-15 et de I’IL-21 sont principalement observés dans les
cellules myéloides (CD11b") et/ou les cellules lymphoides (CD11b") de la
MO ;

la modulation des effets de I'IL-15 et de I'IL-21 corréle avec 1’expression
par les différentes populations de la moelle osseuse (totales, myéloides et
lymphoides) des chaines spécifiques (IL-15Ra et IL-21Ra) des récepteurs
de ces deux cytokines ;

le facteur de transcription NF-kB p50 joue un rdle dans la modulation de la
prolifération et/ou de 1’apoptose des cellules de la MO par I'IL-15 ou
I’IL-21.
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Résumé francais

Differential effects of IL-15 and IL-21 in myeloid (CD11b") and lymphoeid (CD11b")

bone marrow cells
Martin Pelletier et Denis Girard

Centre de Recherche en Santé Humaine, INRS-Institut Armand-Frappier, Université du
Québec, Pointe-Claire, Québec, H9R 1G6, Canada.

I1 a été montré que ’TL-15 active NF-kB dans plusieurs types cellulaires. Toutefois, le
réle de ce facteur de transcription dans I’activation des cellules de la moelle osseuse
(MO) par I’'IL-15 et I’'[L-21 n’a pas encore été élucidé. Nous démontrons que I’TL-15 et
I’IL-21 retardent I’apoptose des cellules de la MO, mais seule I'IL-15 induit leur
prolifération. Suite a4 la séparation des cellules de la MO en population myéloide
(CD11b") et lymphoide (CD11b’), nous avons observé que seule I'IL-15 induit la
prolifération de ces deux populations cellulaires. Les deux cytokines ont la capacité de
retarder I’apoptose induite par la privation de facteurs essentiels des cellules CD11b". De
pair avec ces résultats, nous démontrons que I'I[L-15Ra est exprimé par les deux
populations cellulaires alors que I’TL-21Ra. n’est exprimé que par les cellules CD11b". De
plus, nous démontrons que la prolifération des cellules de la MO induite par I'IL-15 est
significativement inhibée chez les souris NF-kBp50”" comparativement aux souris de type
sauvage. La capacité de retarder I’apoptose des cellules de la MO par I’'[L-15 et I'IL-21
était légérement réduite chez les souris NF-«Bp507, alors que I’effet anti-apoptotique du
LPS était entiérement inhibé. Nous concluons que I’TL-15, mais pas I'IL-21, induit la
prolifération des cellules de la MO et que ces deux cytokines retardent ’apoptose induite
par la privation de facteurs essentiels. Ces effets biologiques sont préférentiellement

dirigés vers les cellules lymphoides. L’utilisation de souris NF-«Bp50™ nous a permis de
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démontrer que NF-kB joue un réle plus important dans la prolifération induite par I’IL-15

que le retard d’apoptose induit par I’'IL-15 et I’'TL-21.

Manuscrit sous révision au Journal of Immunology.
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ABSTRACT

IL-15 has been found to activate NF-kB in various type of cells. However, the role of this
transcription factor in IL-15- and IL-21-stimulated murine bone marrow (BM) cells is
unclear. Herein, we demonstrated that both IL-15 and IL-21 are capable of delaying BM
cells factor deprivation-induced apoptosis, but only IL-15 induced their proliferation.
Following separation of BM cells into myeloid (CD1 1b") and lymphoid (CD11b) cell
populations, we found that IL-15, but not IL-21, significantly induced proliferation in
both cell populations. Both cytokines significantly delayed apoptosis, but only in CD11b’
BM cells. IL-15Ra. was expressed in both populations, whereas IL-21Ra was expressed
only in CD11b" BM cells. In addition, we demonstrated that IL-15-induced BM cell
proliferation was significantly inhibited in NF-KBpSO'/' mice when compared to littermate
controls. The ability of IL-15 and IL-21 to delay BM cell apoptosis was slightly inhibited
in NF-«kBp50”- mice, whereas the anti-apoptotic effect of LPS was markedly reversed. We
conclude that IL-15, but not IL-21, induces BM cell proliferation and that both cytokines
delay BM cell apoptosis. These biological activities were preferentially observed in
CDI11b” BM cells. Using NF-kBp50™ mice, we demonstrated that NF-xB plays a greater
role in IL-15-induced cell proliferation than in IL-15- and IL-21-induced suppression of

apoptosis.
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INTRODUCTION

Interleukin (IL)-15 and IL-21 are members of the CD132 (yc)-dependent cytokine family
which also includes IL-2, IL-4, IL-7 and IL-9'*, Structurally, IL-21 is most closely
related to IL-2, IL-4 and IL-15. Although IL-21 is not itself a potent mitogenic factor, it
has been found to promote the expansion and maturation of NK cells from bone marrow
(BM) progenitor cells in vitro, in synergy with Flt-3 ligand and IL-15°%, However, it was
reported, in one study, that IL-21 induced proliferation of three different IL-6-dependent
human myeloma cell lines, OH-2, ANBL-6 and 1H1". In contrast to IL-21, the role of
IL-15 as a mitogenic factor is better established. IL-15 is known to induce the
proliferation of a variety of cells and is known as a potent growth factor, particularly for
T and B lymphocytes as well as for NK cells®'°. Recently, a synergism between IL-21
and IL-15 in regulating CD8+ T cell expansion and function was reported'’. IL-21 was
also shown to be a growth and survival factor for human myeloma cells’ and to display

antitumor activity'?, like IL-15",

IL-15 and IL-21 are known to mediate their biological activities through their respective
receptors (R), IL-15R and IL-21R. These receptors, as well as IL-2R, IL-4R, IL-7R and
IL-9R, share the CD132 component (or yc chain). In addition to this latter component,
the IL-15R is composed of a specific IL-15Ra chain and the IL-2/15Rf subunit. The only
other component of the IL-21R is IL-21Ra."*, Both cytokines are known to mediate their
effects through activation of Janus kinase (Jak)/signal transducer and activator of

transcription (STAT) pathway, but they also activate other pathways, including the
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mitogen-activated protein kinase (MAPK). Although IL-15 is known to activate nuclear

1619 the role of this transcription

factor (NF)-xB in different experimental conditions
factor in IL-21-induced biological activity is not clear. For example, it was reported in
one study that IL-21 did not activate NF-xB in the myeloma OH-2 cell line’. In another
study, it was reported that IL-21 did not increase nuclear accumulation of NF-kB in
splenic B cells™.

Previous observations have suggested that IL-21 was a pro-inflammatory cytokine'*?*?!,
a suggestion in line with our recent findings that IL-21 is a pro-inflammatory cytokine in
vivo, based on recruitment of neutrophil and monocyte populations in the murine air
pouch model?2. In contrast to LPS, administration of IL-21 into the air pouch did not
significantly increase the concentration of IL-6, CCL3 (MIP-1a)), CCL5 (RANTES) and
CXCL2 (MIP-2). In vitro, IL-21 induced the release of CXCL8 (IL-8) by human
monocyte-derived macrophages. Interestingly, we demonstrated that although IL-21 is
not a direct human neutrophil agonist, this cytokine activated human promyelocyte HL-60
cells by inducing phosphorylation of extracellular signal-regulated kinases-1/2
(ERK1/2)22. This correlates with the presence of IL-21Ra in HL-60 cells and its absence

in human neutrophils. Recently, we demonstrated that IL-15 also attracted neutrophils in

the same in vivo model®.

IL-15 is known as a general inhibitor of apoptosis, since it suppresses or delays apoptosis
in virtually all cells tested. A good example of IL-15°s potent ability to inhibit apoptosis

is the study conducted by Bulfone-Paus et al. (1997) in which anti-Fas-induced lethal
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multisystem apoptosis in mice was suppressed by an IL-15-IgG2b fusion protein®. In
contrast to IL-15, IL-21 possesses both pro-and anti-apoptotic properties. Kasaian et al.
(2002), studied the effect of IL-21 on IL-15-expanded murine splenic cultures re-
stimulated for 2 days with IL-15 or IL-21. IL-21 was found to delay apoptosis caused by
removal of IL-15 after 1 day, whereas the majority of NK cells in the culture were

apoptotic after 2 days”. Others reported that [L-21 induced apoptosis in murine B cells.

While IL-15 is known to activate immature cells isolated from BM or cord blood'®*"**,
the role of IL-21 in such cells is not clear. Based on the above differential effects between
IL-15 and IL-21, we conducted this study in order establish the role of IL-15 and IL-21
on murine BM cell proliferation and apoptosis, as well as to elucidate the role of NF-xB
in IL-15 or IL-21-stimulated BM cells. In addition, we investigated the role of each
cytokine on two major murine BM leukocyte cell populations, namely the myeloid

(CD11b") and lymphoid (CD11b") cells.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals, reagents and antibodies. Recombinant murine (rm) IL-15 was purchased
from Peprotech (Rocky Hill, NJ) and rmIL-21 was purchased from R&D Systems
(Minneapolis, MN). The goat anti-mouse IL-15Ra antibody, the goat anti-mouse IL-21R
antibody and the isotypic normal goat IgG were from R&D Systems. The monoclonal
anti-actin (clone AC-40) from mouse ascites fluid was from Sigma-Aldrich Canada
(Oakville, Ontario). The polyclonal rabbit anti-human NF-kBp50 (C20) was from Delta
Biolabs (Campbell, CA) and the polyclonal rabbit anti-mouse IkBp (C-20) was from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Peroxidase-conjugated rabbit anti-goat IgG
and FITC-conjugated rabbit anti-goat IgG were from Jackson ImmunoResearch
Laboratories (West Grove, PA). Annexin-V FITC conjugate was purchased from
Biosource International Inc. (Camarillo, CA). [Methyl-’H]-thymidine was from ICN
Pharmaceuticals Inc. (Costa Mesa, CA). Ribonuclease A (RNase), lipopolysaccharides
(LPS), human IgG, propidium iodide (PI) and methylthiazoletetrazolium (MTT) were

purchased from Sigma-Aldrich Canada.

Mice. C57BL/6 mice were obtained from Charles River Laboratories (St. Constant,
Quebec). Mice homozygous for the pSONF-kB1 mutation (B6;129P2-thcb1””w"’/J) and
their littermate controls (B6;129PF2/J) were obtained from the Jackson Laboratory (Bar

Harbor, Maine).
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Bone marrow cells preparation. Mice were killed by CO;, asphyxiation and bone
marrow (BM) was extracted from both femurs with 5 ml RPMI using a 26-gauge needle.
Bone marrow cells were washed (1200 rpm, 10 min, 4°C) and red blood cells were
removed using a lysis buffer (150 mM NH4Cl, ImM KHCO; and 0.1 mM Na,EDTA, pH
7.2) (10 min at room temperature). Remaining cells were washed prior to passage through
a pasteur pipette containing nylon wool. Cells were washed twice and viability (> 95%)
was systematically evaluated before and after each experiment using the trypan blue
exclusion assay. Cells (0.5x10° cells/ml RPMI-Hepes-P/S-10% foetal calf serum) were
incubated with IL-15 (0.1, 1.0, 10 and 100 ng/ml), IL-21 (0.1, 1.0, 10 and 100 ng/ml) or

LPS (100 ng/ml) (positive control) for 72h.

Magnetic separation of myeloid (CD11b") and lymphoid (CD11b") cells from bone
marrow. Positive selection of myeloid cells from mouse bone marrow was performed
using CD11b microbeads from Miltenyi Biotec (Auburn, CA) on a MACS LS column
according to manufacturer’s instructions. In mouse, the CD11b antigen is expressed on
monocytes/macrophages, and to a lesser extent on granulocytes, NK cells, CD5" B1 cells
and a subset of dendritic cells. Briefly, prepared BM cells were suspended in 90 pl of
buffer (degassed PBS pH 7.2, 0.5% BSA and 2 mM EDTA) and 10 ul of CDI11b
microbeads per 10 cells. Cells were mixed and incubated for 15 minutes at 4°C. Cells
were then washed and suspended in 500 pl of buffer before applying cell suspension onto
the prepared LS column. Unlabeled fraction (CD11b" lymphoid cells) was collected by
washing the column three times with 3 ml of buffer. The column was then removed from

the separator and the magnetically labeled fraction (CD11b" myeloid cells) was flushed
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out with 5 ml of buffer by applying the plunger supplied with the column. Cells were
washed and viability (> 95%) was also evaluated using trypan blue. Purity of each
fraction was evaluated by flow cytometry analysis and by microscopy (cytospins stained
with Hema-Stain)?. Cells (0.5x10° cells/ml RPMI-Hepes-P/S-10% FCS) were then
incubated with IL-15 (0.1, 1.0, 10 and 100 ng/ml), IL-21 (0.1, 1.0, 10 and 100 ng/ml) or

LPS (100 ng/ml) (positive control) for 72h.

Mitochondrial activity evaluation using MTT. MTT (final concentration 0.5 mg/ml)
was added into each well for 3h at 37°C. Plates were spun and supernatants were
removed. DMSO (200 pl) was added to each well and absorbance was evaluated at 570

nm (reference wavelength at 690 nm) using a plate reader.

Proliferation assay using ["H]-thymidine. [’H]-thymidine (1 pCi) was added 24h before
cells were collected onto borosilicate glass fiber paper with a multiple-cell culture
harvester (Skatron Instruments Inc., Sterling, VA). Sections of the filter corresponding to
each microwell were then punched out and placed into scintillation counting vials with 4
mL of ScintiSafe Econo 1 (Fisher Scientific Canada, St. Laurent, Québec) and placed in a
B-counter. Results are expressed as stimulation indices (cpm from tested cells/cpm from

cells treated with buffer alone).

Assessment of apoptosis by Annexin-V. After 72h of incubation, cells were collected,
washed twice with PBS and suspended in 100 pl binding buffer containing 3 ul of

Annexin-V FITC?, Cells were incubated 15 min at room temperature (light protected)
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before FACS analysis. Flow cytometry analysis (10,000 events) was performed using a

FACScan (BD Biosciences).

Assessment of apoptosis by propidium iodide staining. Cells were harvested and
washed twice with PBS. Cells were then fixed in cold 70% ethanol for at least 30 minutes
at 4°C. Cells were washed twice with PBS-2% FCS and treated with 100 ug/mL RNase
A. Propidium iodide (50 pg/mL) was added and cells were analysed by flow cytometry®.
Apoptosis was determined as the percentage of sub-diploid (sub-G0/G1) cells from a cell

cycle profile.

Immunoblotting. Cells were lysed in 2X Laemmli’s sample buffer and aliquots
corresponding to 0.5 x 10° cells were loaded onto 10% SDS-PAGE and transferred from
gel to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes. Nonspecific sites were blocked with
5% nonfat dry milk (Carnation, Don Mills, Ontario) (anti-mIL-21Ra) in TBS-Tween (25
mM Tris-HCI, pH 7.8, 190 mM NacCl, 0.15% Tween 20) for 1 h at room temperature.
Membranes were then washed with TBS-Tween and incubated overnight at 4°C with goat
anti-murine IL-21Ra at 1 pg/ml in TBS-Tween + 1% BSA. Membranes were then
washed with TBS-Tween and incubated for 1 h at room temperature with a rabbit
anti-goat HRP secondary Ab (Jackson ImmunoResearch Laboratories) at 1:20,000 in
TBS-Tween + 5% nonfat dry milk, followed by washes. Membranes were revealed with
ECL. Membranes were stripped with agitation for 30 min at 65°C with stripping buffer
(100 mM 2-ME, 2% SDS, 62.5 mM Tris, pH 6.7) and washed extensively with TBS-

Tween. Membranes were blocked with either TBS-Tween + 2% BSA for 1h at room
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temperature (anti-actin) or TBS-Tween + 1% BSA (anti-NF-xBp50 and anti-IxBf})
overnight at 4°C. Membranes were then probed overnight at 4°C with mouse anti-actin (3
pg/ml) in TBS-Tween + 1% BSA or 1h at room temperature with rabbit anti-NF-xB p50
(C-20) 1:250 or rabbit anti- IkBp p45 1:500 in TBS-Tween + 1% BSA. Membranes were
then washed with TBS-Tween and incubated for 1 h at room temperature with a goat
anti-mouse HRP secondary Ab at 1:20,000 in TBS-Tween + 2% BSA (anti-actin) or with
goat anti-rabbit HRP secondary Ab at 1:20,000 in TBS-Tween + 5% nonfat dry milk
(anti-NF-kBp50 and anti-IxBp) followed by washes. Membranes were revealed with

ECL.

Evaluation of murine IL-15Ro expression. Murine IL-15Ra expression was evaluated
by flow cytometry. Briefly, cells (5 x 10° cells/ml) were suspended in PBS containing 5
pug/ml human IgG for 30 min at 4°C to block FcRs and then washed with PBS. Cells were
stained in 100 pl PBS for 30 min at 4°C with 3 pg/ml goat anti-murine IL-15Ra or 3
pg/ml goat IgG (isotypic control). Cells were washed twice and incubated in 50 pul PBS
containing 10 pg/ml FITC rabbit anti-goat for 30 min at 4°C. Cells were washed twice

and analysis was performed with a FACScan (BD Biosciences, San Jose, CA).

Statistical analysis. Statistical analysis was performed with SigmaStat for Windows
Version 3.0 with either a one-way analysis of variance (ANOVA) or a two-way ANOVA.

Statistical significance was established at p < 0.05.
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RESULTS

IL-15, but not IL-21, induced bone marrow cells to proliferate.

181016 hereas IL-21 is not

IL-15 is known to activate proliferation in a variety of cells
well-recognized as a direct mitogenic cytokine’. Herein we were interested in answering
whether or not these cytokines can induce murine BM cell proliferation. As illustrated in
Fig.1A, IL-15, but not IL-21, induced cell proliferation, as assessed by [3H]-thymidine
incorporation, in a concentration-dependent manner. We have also verified the effect of
IL-15 and IL-21 at higher concentrations (up to 1000 ng/ml) and observe that IL-15
further increased cell proliferation, whereas IL-21 did not (data not shown). In parallel,
we investigated potential effects of IL-15 and IL-21 on mitochondrial activity using the
MTT assay. We expected an effect only for IL-15, since this assay is frequently used for
measuring cell proliferation. However, as illustrated in Fig. 1B, both IL-15 and IL-21
significantly increased the response in the MTT assay, suggesting that BM cells
expressed functional IL-15R and IL-21R. Note that LPS, a broad spectrum agonist used

as a positive control, also increased both [*H]-thymidine incorporation and mitochondrial

activity.

The cytokines IL-15 and IL-21 delayed bone marrow cells apoptosis.

Because IL-15 is known as a potent anti-apoptotic cytokine, and IL-21 increased
mitochondrial activity, we investigated the effects of IL-15 and IL-21 on BM cells factor
deprivation-induced apoptosis. BM cells were incubated for a period of 3 days without

addition of any factors, except FCS and IL-15 or IL-21. As illustrated in Fig 2, both IL-15
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and IL-21 significantly suppressed BM cell apoptosis, as assessed by two different

methods, FITC-annexin V binding assay (Fig. 2A) and DNA staining with PI (Fig. 2B).

IL-15, but not IL-21, induced cell proliferation in myeloid (CD11 b") and lymphoid
(CD11b’) bone marrow cell populations.

Since we demonstrated that IL-15 induced BM cell proliferation, we next investigated the
effect of IL-15 (and IL-21 in parallel as a negative control) on the proliferation of BM
cells separated into myeloid (CD1 1b*) and lymphoid (CD11b°) cell populations (Fig. 3A
and Fig. 3B). As illustrated in Fig 3, IL-15, but not IL-21, induced the proliferation of
both myeloid (Fig. 3C) and lymphoid (Fig. 3D) cell populations. Of note, IL-15 was
more effective on cells of lymphoid origin than cells of myeloid origin, since cell
proliferation was increased by ~11 fold vs ~4 fold respectively. Both cytokines increased
the MTT assay response in a concentration-dependent manner (Fig. 3E and Fig. 3F), but

only IL-15 significantly induced mitochondrial activity in BM cells of lymphoid origin.

IL-15 and IL-21 delayed apoptosis, especially in bone marrow cells of lymphoid origin.

Since we previously demonstrated that IL-15 and IL-21 modulated apoptosis of BM cells,
we next investigated the role of these two cytokines in delaying apoptosis of CD11b" and
CD11b* BM cells. As illustrated in Fig. 4, both IL-15 and IL-21 significantly delayed
apoptosis in BM lymphoid cells, but neither cytokine significantly delayed apoptosis in

BM myeloid cells.
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Expression of IL-15 and IL-21 receptors in bone marrow cells.

We next verified the expression of IL-15Ra and IL-21Ra. in total, CD11b” and CD11b"
BM cells in order to confirm if a lack of biological activity in response to these cytokines
was related to absence of cytokine receptor expression. As illustrated in Fig. 5A, BM
cells expressed IL-15Ro in both CD11b" and CDI11b cells, as assessed by flow
cytometry. Because the anti-IL-21Ra antibody was inefficient in flow cytometry (data
not shown), we performed western blot experiments and found CD11b™ cells, but not

CD11b", expressed IL-21Ra. (Fig. 5B).

Involvement of NF-xBp50 in IL-15-induced bone marrow cell proliferation.

16-1
° we

Since IL-15 is known to activate NF-xB for mediation of cell signalling
investigated the potential role of this transcription factor in IL-15-stimulated BM cells
isolated from mice deficient in NF-kB p50, using LPS as a positive control”>>!, We also
investigated the role of this transcription factor in IL-21-stimulated BM cells, since
NF-kB activation by IL-21 is poorly documented. As illustrated in Fig. 6A, Fig. 6B and
Fig. 6C, mitochondrial activity was increased by IL-15 and IL-21 in BM cells, whether
cells were isolated from NF-kBp50” (KO) or NF-kBp50""* (WT) mice. The response was
not significantly decreased in KO vs WT mice. Mitochondrial activity was increased by
LPS in both WT and KO mice, but this was significantly reduced only in KO mice. The
ability of IL-15 and LPS to induce BM cell proliferation was significantly decreased in

KO vs WT mice (Fig. 6D and Fig. 6E), but not totally reversed. As expected, IL-21 did

not modulate BM cell proliferation in both WT and KO mice.
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Role of NF-xBp50 in IL-15 or IL-21-induced suppression of bone marrow cell apoptosis.
We next investigated the role of NF-xB in IL-15-induced suppression of BM cell
apoptosis. Interestingly, the basal level of BM cell factor deprivation-induced apoptosis
was decreased in KO mice vs WT, suggesting that BM cells from mice lacking
NF-kBp50 are more refractory, therefore, less likely to undergo apoptosis (Fig. 7A and
Fig. 7B). The anti-apoptotic effect of IL-15 and IL-21 was slightly reversed in KO mice,
but markedly reversed in LPS-induced BM cells. The results differ slightly, depending on
the assay used for evaluating BM cell apoptosis. IL-15 and IL-21 significantly delayed
BM cell apoptosis in KO mice as assessed by PI staining, whereas the slight decrease
observed when using FITC-annexin V was not significant. On the other hand, the
anti-apoptotic effect of LPS was markedly reversed in KO mice (Fig. 7A and Fig 7B).
The differences observed between WT and KO mice cannot be attributed to the
expression of receptors, since no differences were observed between both groups (Fig.

70).
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DISCUSSION

This is the first study investigating the biological activity of IL-15 and IL-21 on murine
BM cell by focusing on i) proliferation and apoptosis in unfractionated cells, as well as in
myeloid (CD11b") and lymphoid (CD11b) cell populations and ii) the role of NF-xB in
BM cell activation. We found that IL-15, but not IL-21, induced total BM cell
proliferation. This biological activity of IL-15 is in agreement with previous studies,
which have reported that IL-15 is itself mitogenic®'®*%. Although IL-21 was recently
found to induce proliferation in IL-6-dependent human myeloma cell lines’ and in adult-
T-cell leukemia cells*®, we did not observe any mitogenic effect of IL-21 on murine BM
cells. In humans, IL-21 was also reported as a non-mitogenic cytokine in isolated B cells’.
A synergism between IL-21 and IL-15 has been recently reported in regulating CD8+ T
cell expansion and functions''. In preliminary experiments, we have treated BM cells with
10 ng/ml IL-15 and 10 ng/ml of IL-21, a concentration that has no significant effect on
mitochondrial activity when these cytokines are used alone, and observed that it

significantly induced mitochondrial activity by a factor of 1.5 (data not shown).

Interestingly, IL-21 increased mitochondrial activity, suggesting that some BM cells
express functional IL-21R. The presence of IL-21R was previously detected in C57BL/6
BM cells*. A recent study from Jin et al. (2004), reported that IL-21R was expressed on
a variety of murine cell lines, including some B and T cell lines®. IL-21Ro. was not
expressed in 3 different pre-B cell lines, in macrophages (tested in the P338D1 cell line)

and in fibroblasts. In bone marrow, it was demonstrated that IL-21R was negligibly
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expressed on CD43"#[gM B220" pro-B cells, weakly expressed on CD43™gM'B220""
pre-B cells, but highly expressed on most immature B220"E"[gM"" and all mature
B220“ig"IgMhigh B cells®’. Interestingly, when we fractionated total BM cells into myeloid
and lymphoid cell populations, we found that IL-21Ra was expressed in total and in
lymphoid, but not in myeloid BM cells. This concurs with the inability of IL-21 to
stimulate myeloid cells. Unlike IL-21Ra, IL-15Ra was expressed in both lymphoid and
myeloid BM cells. The above observations are agreement with our previous findings,
which demonstrated that IL-15, but not IL-21, was a neutrophil (CD11b") agonist. Of

note, in the present study, the majority of BM CD11b" cells exhibit a neutrophil

phenotype (Fig. 3).

Our results demonstrate that IL-21 exerts its biological activity, namely the capacity to
increase mitochondrial activity and to delay apoptosis, in the lymphoid but not myeloid
BM cell populations. This is also true for IL-15. However, the myeloid cell population
was also induced to proliferate in response to IL-15, albeit with less potency than the
lymphoid cell population. Although we did not separate the BM lymphoid cells into
different subset populations, our results are in agreement with previous data,
demonstrating that IL-21 preferentially acts on lymphoid B cells®. Interestingly, in their
study, Jin et al. (2004) demonstrated that very few B220" cells in the BM expressed
IL-21R*. Knowing that, it is tempting to speculate that IL-21 acts principally on

lymphoid B cells subsets; however, this needs further investigation.
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To the best of our knowledge, this is the first study to report that IL-21 can itself delay
murine BM cell apoptosis. Several studies have reported that IL-21 acts as a coactivator.
IL-21 was shown to costimulate human B cell proliferation induced by anti-CD40°. In
contrast, IL-21 was found to suppress B cell proliferation induced by anti-IgM and IL-4*°.
Recently, it was reported in mice that IL-21 did not costimulate anti-CD40-induced B cell
proliferation, but rather induced apoptosis®. In contrast to human, IL-21 inhibited rather
than enhancing the IL-15-induced expansion of resting and activated NK cells?>?, These
experiments demonstrate that human and murine IL-21 act differently. Herein, we found
that, on its own, IL-21 did not induce BM cell proliferation, but acted as an anti-apoptotic

molecule in lymphoid CD11b" cells expressing IL-21Ra..

Both IL-15 and IL-21, like many other class I cytokines, are known to activate the
Jak-STAT pathway for mediation of their biological actions'™. In particular, IL-21
activates Jakl, Jak3, STATI1, STAT3 and STATS5 in different human T cell and B cell
lines and in NK cells'. In addition to the Jak-STAT pathway, IL-21 was found to
activate the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway, since it induced
phosphorylation of ERK1/2 (p44/42 MAPK), at least in myeloma cells”. Recently, we
reported that IL-21 also induced phosphorylation of ERK1/2 in human promyelocytic
HL-60 cells expressing IL-21Ra, but not in IL-21Ro. negative neutrophil cells?. IL-15 is
particularly known to activate Jak-1/3-STAT3/5 in a variety of cells, including B, T and
NK cells"'**, In human neutrophils, IL-15 induced phosphorylation of Jak-2, p38 and
ERK1/2, but not STAT5>". Although IL-15 is known to activate NF-xB under several

experimental conditions, involvement of this transcription factor in IL-21-activated cells
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was not clear prior to the present study. We decided to investigate the role of NF-kB in
IL-15- and IL-21-induced BM cells by using mice deficient in NF-kBp50. NF-kB is
composed of homo- and heterodimers of Rel family proteins including p65, RelB, c-Rel,
p52 and p50, and targeted disruption of the p50 subunit in mice caused multifocal defects
in the immune response’®. These mice showed no developmental abnormalities, but,
interestingly, their B cells did not proliferate in response to LPS. In another study,
NF-kBp50 was found to be essential to neutrophil accumulation, elicited by LPS in lungs
of NF-KBpSO"' mice®®. Others have reported that NF-KBpSO'/' mice were refractory to
induction of acute and chronic arthritis, using the methylated BSA/IL-1-induced and
collagen-induced arthritis models, respectively®. Interestingly, in this same study, the
authors found that, in contrast to pSO"' mice, c-rel deficient mice were resistant to
collagen induced-arthritis, but not to the other model®®. In another study, NF-kBp50
deficient mice were resistant to experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
induced by myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG). This resistence to EAE was
associated with a deficiency of MOG-specific T cells to differentiate into Thl or Th2-

type effector cells*’.

Herein, although we focused our study on the two pro-inflammatory cytokines IL-15 and
IL-21, we used LPS throughout our experiments because of the known importance of
NF-xB in LPS-induced biological actions?®?!. We confirm here the importance of this
transcription factor for LPS induced signalling in BM cells, since the ability of LPS to
induce mitochondrial activity and proliferation was significantly diminished in NF-xBp50

deficient mice. Although several studies have been performed with NF-kBp50 KO mice’®
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41 this is the first study to investigate the role of cytokines in BM cell proliferation and
apoptosis. Unlike IL-15, NF-kBp50 is not involved in IL-21-induced BM cell
proliferation. In fact, this was highly expected, since IL-21 did not stimulate BM cell
proliferation in normal C57BL/6 cells. This is in agreement with previous studies
reporting that IL-21 did not activate NF-«kB”"*, However, we have observed that IL-21
was able to increase moderately mitochondrial activity in NF-kBp50 deficient BM cells.
This is probably due to an additive effect, obtained from both myeloid and lymphoid cell
populations, since IL-21 slightly, but not significantly, increased the MTT assay in a
concentration-dependent manner. The MTT assay is known as a good indicator of cell
proliferation. However, the test is based on the ability of a mitochondrial dehydrogenase
enzyme from viable cells to cleave the tetrazolium rings, leading to the formation of dark
blue formazan crystals that are measured by colorimetry*>. The MTT assay is also
recognized as a cell viability assay because of the enzyme activity observed in viable
cells. We explain the increase in MTT activity by IL-21 as a consequence of delayed BM
cell apoptosis rather than its ability to induce cell proliferation which, indirectly, increases

cell viability. Apoptotic cells are considered viable cells, since they exclude trypan blue.

In contrast to IL-21, the role of NF-kB in IL-15-induced biological activities has been
studied previously in a variety of in vitro conditions. For example, using a gel mobility
shift assay, NF-kB was found to be one of the major signal molecules to mediate IL-15-
induced cyclo-oxygenase-2 upregulation in rheumatoid synoviocytes®. IL-15 was also
found to inhibit spontaneous apoptosis in human eosinophils via autocrine production of

granulocyte macrophage-colony stimulating factor and NF-xB activation'’. In addition,
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IL-15 has been found to induce NF-kB activation and IL-8 production in human
neutrophils'®. Interestingly, NF-kB was reported to be activated in human BM and cord
blood progenitor cells via constitutive endogenous secreted IL-15 from CD34" cells'®.
Despite the above observations, there has been no previous study which investigating the
role of NF-kB in IL-15-stimulated murine BM cells. The use of these mice permitted the
definitive demonstration that NF-xB is an important transcription factor activated by
IL-15, but that IL-15 can still mediate its biological activity in BM cells even in the

absence of NF-kBp50.

Collectively, our results are the first to demonstrate that the two pro-inflammatory
cytokines IL-15 and IL-21 can alter murine BM cell physiology. These cytokines
preferentially act on BM lymphoid (CD11b) rather than myeloid (CD11b") cell
populations. Both cytokines can mediate some biological activities in BM cells isolated
from NF-xBp50 mice. While BM cells can accumulate in the presence of IL-15 or IL-21,
the mechanisms involved are distinct between both cytokines. IL-15 can simultaneously
induce cell proliferation and delay apoptosis, whereas IL-21 cannot induce BM cell
proliferation, but acts by suppressing BM cell apoptosis. This study provides the first
evidence that presence of IL-15 and/or IL-21 in BM can participate in increasing the

number of total BM cells, especially of the CD11b" lymphoid phenotype.
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Figure 2
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Figure 3
Total BM cells Myeloid cells (CD11b+)  Lymphoid cells (CD11b-)
A 4 3 98.4£0.1 2 73810
1 EU! 1 5 1 .
%g:_. ; £2) ge .
85 Ba) %z
2 2t e
3 % 3
25 25 3
FSC-Height FSC-Helght FSC-Height
5 g S e’ © ® o
® ® =) o °
* 9 ® @
f. = :‘
® S ® ¢ o © ® o
CD11b* CD11b
Jmwq C Jpo D N
£ 1200 § 1200 ~
£ 1100 % 1100 ~
£ 1000 g 1000 4,
8 * a8
g oo g 6094 *
E. 500 E 500 =
4 400 4 400
£ 300 E 300
2 200 £ 200
§ 100 § 100
0 04
w- E aw F *
350 *
I? ;?
g 300 g
% 250 ~ :
v 200 - g
F 150 - g
£ 100 - £
g g
& 50 &
0- C LrS 01 1.0 10 100 0.1 1.0 10 100 Cc Lrs 01 1.0 10 100 01 1.0 10 100

ILA1S (ng/mi) IL-21 (og/m)) IL-15 (og/m]) IL-21 (ng/ml)



181

Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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LEGENDS

Figure 1: Effect of IL-15 and IL-21 on cell proliferation and mitochondrial activity in
cultured bone marrow cells. Bone marrow cells were isolated from C57BL/6 mice femurs
and cultured 3 days in RPMI+10% FCS in the presence of buffer (C), 100 ng/ml LPS or
an increasing concentration of rmIL-15 or rmIL-21 (0.1-100 ng/ml). Cell proliferation (A)
was assessed by [*H]-thymidine incorporation and the mitochondrial activity (B) was
evaluated by the MTT assay as described in Materials and Methods. Results are expressed
as percentage of the activity of cells exposed to medium alone (control = 100 %), mean =+

SEM (n 2 6). *, p < 0.05 by ANOVA.

Figure 2: IL-15 and IL-21 delay apoptosis in cultured bone marrow cells. Bone marrow
cells were isolated and incubated as in legend of Fig. 1 in the presence of buffer (Ctrl),
100 ng/ml LPS, 100 ng/ml rmIL-15 or 100 ng/ml rmIL-21. The percentage of apoptotic
cells (mean + SEM, n > 4) was evaluated by measuring the number of annexin-V positive
cells (A) or sub-diploid (sub-G0/G1) cells from a cell cycle profile (B) as described in

Materials and Methods. *, p < 0.05 by ANOVA.
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Figure 3: Activation of bone marrow myeloid (CDI 1b*) and lymphoid (CD11b)cell
proliferation by IL-15 and IL-21. Bone marrow cells were isolated from C57BL/6 mice
femurs and myeloid (CD11b") cells were separated from lymphoid (CD11b") cells using
magnetic bead separation as described in Materials and Methods. The purity of separation
was evaluated by flow cytometry (A) and a representative cytocentrifuged preparation of
each fraction is illustrated (B). Cells were incubated for 3 days in RPMI+10% FCS with
buffer (Ctrl), 100 ng/ml LPS or 0.1, 1, 10, or 100 ng/ml of IL-15 or IL-21. Cell
proliferation (C and D) was assessed by [*H]-thymidine incorporation and the
mitochondrial activity (E and F) was evaluated by the MTT assay as described in
Materials and Methods. Results are expressed as percentage of the activity of cells
exposed to medium alone (control = 100 %), mean = SEM (n > 3). *, p < 0.05 by

ANOVA.

Figure 4: IL-15 and IL-21 preferentially delay apoptosis in bone marrow lymphoid
(CD11b) cells. Bone marrow cells were isolated from C57BL/6 mice femurs and myeloid
cells (CD11b") were separated from lymphoid cells (CD11b) as in legend of Figure 3.
Cells were incubated for 3 days in RPMI+10% FCS with buffer (Ctrl), 100 ng/ml of LPS,
IL-15 or IL-21. The percentage of apoptotic cells (mean + SEM, n > 2) was evaluated by
measuring the number of annexin-V positive cells (A and B) or sub-diploid (sub-G0/G1)
cells from a cell cycle profile (C and D) as described in Materials and Methods. *, p <

0.05 by ANOVA.
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Figure 5: Expression of IL-15Ra and IL-21R« receptor components in bone marrow
cells. Bone marrow cells were isolated from C57BL/6 mice femurs and separated into
myeloid (CD11b") or lymphoid (CD11b") cells as in legend of Figure 3. Expression of
IL-15Ro was evaluated by flow cytometry (A) using the anti-mouse IL-15Ra antibody
(solid histogram). Open histogram, appropriate isotypic control. Expression of IL-21Ra
was evaluated by western blot (B) using the anti-mouse IL-21Ra antibody as described in

Materials and Methods. Results are from one representative experiment out of three.

Figure 6: Involvement of NF-kB in IL-15-induced bone marrow cell proliferation. Bone
marrow cells were isolated from femurs of mice homozygous for NF-xkB1 mutation

(NF-kBp50™) and their littermate controls (NF-xBp50™"). Cells were incubated for 3
days in RPMI+10% FCS with buffer (Ctrl), 100 ng/ml LPS (A,D) or a concentration of
0.1, 1, 10, or 100 ng/ml of IL-15 (B,E) or IL-21 (C,F). Mitochondrial activity (A,B,C)
was evaluated by the MTT assay and cell proliferation (D,E,F) was assessed by [*H]-
thymidine incorporation as described in Materials and Methods. Results are expressed as
percentage of the activity of cells exposed to medium alone (control = 100 %), mean =+

SEM (n=5). *, p < 0.05 by ANOVA.
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Figure 7. Involvement of NF-«B in IL-15 and IL-21-induced suppression of bone marrow
cell apoptosis. Bone marrow cells were isolated from femurs of mice homozygous for
NF-kB1 mutation (NF-kBp50™) and their littermate controls (NF-kBp50*"). Cells were
incubated for 3 days in RPMI+10% FCS with buffer (Ctrl), 100 ng/ml of LPS, IL-15 or
IL-21. The percentage of apoptotic cells (mean = SEM, n =5) was evaluated by measuring
the number of annexin-V positive cells (A) or sub-diploid (sub-G0/G1) cells from a cell
cycle profile (B) as described in Materials and Methods. *, p < 0.05 by ANOVA.
Expression of IL-21Ra in WT and KO mice was studied by western blot (C). The
absence of NF-kBp50 was confirmed in KO mice by western blot and expression of IkBf§
was studied in parallel and was used as a control for protein loading. Results are from

three different animals randomly selected in both groups.
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Le but de ce travail était d’évaluer in vitro et in vivo les effets potentiellement pro-
inflammatoires de I’IL-15 et de I’IL-21 ainsi que leurs implications respectives dans la
régulation des fonctions des neutrophiles. La caractérisation des interactions entre les
neutrophiles, I'IL-15 et I’'IL-21 permettra de mieux comprendre leurs rdles dans des

contextes particuliers de maladies inflammatoires.

Interactions neutrophiles/IL-15

Les macrophages et fibroblastes synoviaux sont responsables de la production de niveaux
élevés d’IL-15 retrouvés dans les fluides biologiques de patients atteints d’arthrite
thumatoide (Klimiuk et al., 1999; Sen et al., 2000). Ces mémes fluides biologiques
contiennent une quantité élevée de neutrophiles, cellules majoritairement responsables de
la destruction des tissus au site d’inflammation (Edwards et Hallett, 1997). Nous avons
donc utilisé le modéle murin de la poche d’air, un modéle inflammatoire
morphologiquement similaire 4 la membrane synoviale (Edwards et al., 1981), afin de
vérifier si 'IL-15 était impliqué dans le recrutement des neutrophiles. Nous montrons que
I’IL-15 induit le recrutement massif de leucocytes, en grande partie des neutrophiles
(environ 70% des cellules totales), au site inflammatoire (Figures 5 et 6/Article III). Il est
fort probable que les mécanismes impliqués dans le recrutement des neutrophiles par
PIL-15 dans le modéle murin de la poche d’air soient de nature indirecte. En effet, il a été
montré que I’IL-15 n’a aucun effet chimiotactique direct sur les neutrophiles, mais qu’elle
peut néanmoins potentialiser la migration des neutrophiles envers le fMLP et le
CXCLS8/IL-8 (Mastroianni et al., 2000). Il est donc envisageable que I'IL-15 puisse agir
en induisant la production de cytokines et médiateurs pro-inflammatoires possédant des
propriétés chimiotactiques. En effet, il a été montré que I’IL-15 stimule la sécrétion de
CXCL8/IL-8 par les neutrophiles (McDonald ef al., 1998b) et la sécrétion de
CXCL8/IL-8 et CCL2/MCP-1 par les monocytes (Badolato ez al., 1997). CXCL8/IL-8, un
puissant chimioattractant des neutrophiles, n’est toutefois pas retrouvé chez la souris,
mais on y retrouve tout de méme un homologue de la forme humaine, le CXCL2/MIP-2
(Widmer et al., 1993). Une étude a récemment montré qu’une toxine de Streptococcus

pneumoniae induit le recrutement des neutrophiles dans les voies respiratoires de la souris
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par un mécanisme impliquant I’'IL-6 et le CXCL2/MIP-2 (Rijneveld et al., 2002). Par
ailleurs, les fibroblastes synoviaux de patients atteints d’arthrite rhumatoide expriment
des niveaux élevés d’IL-6, de CXCLS8/IL-8 et d’IL-15 (Sen et al., 2000). Nous avons
donc vérifié les niveaux d’IL-6 et de CXCL2/MIP-2 dans les exsudats provenant du
lavage de la poche d’air et nous montrons que leur expression est corrélée avec
I’augmentation du nombre de neutrophiles induit par I’'IL-15 (Figure 7/Article III). La
présence simultanée de neutrophiles, d’IL-6 et de CXCL2/MIP-2 a également été
observée dans les exsudats provenant du lavage de la poche d’air de souris stimulées avec
de I’hémozoine, un métabolite de I’héme converti en cristal insoluble par Plasmodium
falciparum, le parasite responsable de la malaria, lors de la dégradation de I’hémoglobine
(Jaramillo ef al., 2004). Ces facteurs chimiotactiques pourraient étre synthétisés par les
cellules résidentes de la poche d’air ou encore par les neutrophiles eux-mémes. En effet, il
a été montré que les neutrophiles contiennent une réserve intracellulaire de
CXCL2/MIP-2 qui peut étre rapidement mobilisée lors de I’activation des cellules
(Matzer et al., 2001). Il a également été montré que les neutrophiles produisent de 'IL-6
suite 4 la liaison de CD44 (Sconocchia et al, 2001). Il serait donc intéressant de
déterminer si ce sont les neutrophiles eux-mémes ou les cellules résidentes de la poche
(fibroblastes ou macrophages synoviaux) qui sont responsables de la production locale
d’IL-6 et de CXCL2/MIP-2.

1l est possible qu'un médiateur soit impliqué dans le recrutement de neutrophiles induit
par 'IL-15 en augmentant la production d’IL-6 et CXCL2/MIP-2 par les cellules
présentes dans la poche. Une étude a récemment montré que I’IL-17 est impliquée dans le
recrutement de neutrophiles dans les voies respiratoires de la souris exposées a une
endotoxine. En effet, I’endotoxine induit la production d’IL-17 qui provoque a son tour la
production d’IL-6 et de CXCL2/MIP-2, tous deux responsables d’attirer les neutrophiles
au site d’inflammation (Miyamoto ef al., 2003). De plus, il a été montré que I'IL-15 est
responsable de la production d’IL-17 par les cellules mononucléées du fluide synovial de
patients atteints d’arthrite rhumatoide (Ziolkowska et al., 2000). L’IL-17 induit & son tour
la production d’IL-6 et de CXCL8/IL-8 par les fibroblastes synoviaux (Hwang ef al.,

2004). Tel que mentionné précédemment, le modéle murin de la poche d’air implique le
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développement d’une mince couche de tissus composée de fibroblastes et de
macrophages morphologiquement similaire 4 la membrane synoviale (Edwards et al.,
1981). Il est donc possible d’envisager que I’injection d’IL-15 dans le modele de la poche
d’air augmente la production d’IL-17 par les macrophages tapissant la poche qui stimule,
a son tour, la production d’IL-6 et de CXCL2/MIP-2 par les fibroblastes. Etant donné que
I’'IL-6 et CXCL2/MIP-2 augmentent le recrutement des neutrophiles ainsi que leur
potentiel cytotoxique en stimulant, entre autre, la dégranulation d’élastase (Johnson et al.,
1998; Call et al, 2001), ces deux médiateurs constituent une cible thérapeutique
potentielle visant & éliminer I’accumulation exagérée de neutrophiles activés dans
diverses maladies inflammatoires. Une schématisation du mécanisme potentiel impliqué
dans le recrutement des neutrophiles induit par I’IL-15 dans le modéle de la poche d’air

est représentée par la figure 9.

Les neutrophiles qui persistent au site inflammatoire sont grandement responsables de la
destruction tissulaire observée dans différentes maladies (Edwards et Hallett, 1997).
Plusieurs équipes ont montré que I’augmentation de Pexpression des molécules
d’adhésion 3 la surface des neutrophiles est associée a diverses pathologies. En effet,
’exposition des neutrophiles au pigment malarique augmente I’expression de
CD11b/CD18 (Mac-1) et leur adhésion aux tissus, ce qui entraine un ccdéme local
(Pichyangkul et al., 1997). De plus, lors des premiéres étapes de la pancréatite aigué chez
le rat, il a été montré que I’infiltration et I’accumulation de neutrophiles dans le pancréas
était dépendante de CD11b (Hac e al., 2004). Nous avons observé que I'IL-15 augmente
I’expression de CD11b/CD18 4 la surface des neutrophiles (Figure 1/Article III) ainsi que
’expression de CD54 (ICAM-1) 4 la surface des cellules épithéliales pulmonaires A549
(Figure 2/Article III). De plus Paugmentation de 1’adhésion entre ces deux types
cellulaires (Figure 3/Article III) suggére que I'IL-15 joue un rdle important dans la
séquestration des neutrophiles au site inflammatoire. Il a récemment été montré que la
stimulation avec du TNF-a, de I’IL-1B ou de I’I[FN-y de la lignée épithéliale A549 et des
cellules épithéliales humaines fraichement isolées des bronches augmente leur synthése
et/ou leur sécrétion d’IL-15 (Stoeck et al., 1998; Stoeck et al., 2000; Ge et al., 2004).

Ceci indique que les cellules épithéliales peuvent sécréter de I’'IL-15 dans le contexte
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d’une maladie inflammatoire, ce qui va augmenter le recrutement et 1’adhésion des

neutrophiles par un mécanisme impliquant la régulation des molécules d’adhésion.

Neutrophiles Monocyte/macrophage Poche d’air

Fibroblaste Macrophages Fibroblaste
synovial synoviaux synovial

Couche de tissus morphologiquement similaire 4 la membrane synoviale

Figure 9: Mode d’action potentiel du recrutement des neutrophiles induit par
PIL-15 dans le modéle de la poche d’air. Le modéle murin de la poche d’air implique le
développement d’une mince couche de tissus, composée de fibroblastes et de
macrophages, morphologiquement similaire 4 la membrane synoviale. L’IL-15 est
injectée dans la cavité créée par I'injection d’air. Chez les patients atteints d’arthrite
rhumatoide, ce sont les macrophages et les fibroblastes synoviaux qui sont responsables
de la production de niveaux élevés d’IL-15 retrouvés dans les fluides biologiques (1). I
est possible que I'TL-15 soit responsable de la sécrétion d’un intermédiaire, comme par
exemple I’IL-17, par les cellules mononucléées. La présence d’IL-17 n’a toutefois pas été
confirmée dans le modeéle de la poche d’air (2). L’IL-17 pourrait induire & son tour la
production d’IL-6 et de CXCLS8/IL-8 par les cellules résidentes de la poche, possiblement
les fibroblastes synoviaux (3). L’IL-6 et le CXCL2/MIP-2 stimulent alors le recrutement
des neutrophiles (4). Il est également possible que I’IL-15 stimule directement la
sécrétion d’IL-6 et de CXCL2/MIP-2 par les neutrophiles eux-mémes (5). =» : a été
démontré ; o= : doit étre confirmé dans le modéle de la poche d’air.
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Les molécules d’adhésion CD11b et CD18 sont localisées tant au niveau de la membrane
cellulaire que dans les granules secondaires des neutrophiles. Suite a 1’activation des
cellules, CD11b et CD18 se retrouvent majoritairement a la membrane (Vedder et Harlan,
1988; Lacal et al., 1988). Il a été montré que I’activation des neutrophiles par différents
agonistes, comme le PMA et le fMLP, augmente I’avidité de CD11/CD18 (Wright et
Meyer, 1986; Lo et al, 1989). Une augmentation de P’avidité se définit comme
’augmentation de la liaison multivalente qui peut étre induite par une oligomérisation
(clustering) des intégrines. L’affinité d’une intégrine, au contraire, se définit comme la
force d’interaction entre un site monovalent d’intégrine et son ligand. Il a été suggéré
qu’a I’état de repos, la portion extracellulaire d’une intégrine est repliée avec la « téte »
de lintégrine prés de la membrane. Suite 4 ’activation, les portions juxta-membranaires
des sous-unités se déplacent, ce qui améne la « téte » de I’intégrine a se redresser et a
exposer de nouveaux épitopes (Takagi et Springer, 2002). Lorsqu’une intégrine se lie &
son ligand, elle s’oligomérise et recrute différents adapteurs et kinases cytoplasmiques qui
vont transmettre le signal intracellulaire puisque les intégrines ne possédent pas d’activité
kinase intrinséque (Giancotti et Ruoslahti, 1999). Il a été montré que la phosphorylation
de la kinase Syk induit son association 4 CD18 dans les neutrophiles. Ceci entraine une
augmentation de la chimiotaxie, une diminution de I’oligomérisation des intégrines et de
leur avidité, ainsi qu’une diminution de 1’adhésion des neutrophiles. La kinase Syk joue
donc un réle dans la dissociation des intégrines de leurs ligands (Willeke et al., 2003).
Comme il a été montré que I’'IL-15 induit I’activation de Syk et son association physique
a 'IL-15Ra dans les neutrophiles (Ratthe et Girard, 2004) et que nous observons une
augmentation de ’expression de CD11b/CD18 et de leur adhésion suite a leur stimulation
avec I'IL-15 (Figures 2 et 3/Article IIT), il est possible de spéculer que I’association de
I'IL-15Ra a la kinase Syk empéche sa liaison & CD18, ce qui permet d’augmenter
’adhésion des neutrophiles ainsi que ’avidité des intégrines. Nous ne pouvons toutefois
pas exclure la possibilité que I’'IL-15 augmente aussi 1’affinité, puisque 1’adhésion aux
cellules A549 pourrait également étre le résultat d’un changement de conformation des
intégrines. Il a également été montré que I’oligomérisation de CD11b/CD18 active les
neutrophiles en induisant la dégradation de IkBa et en augmentant la liaison & I’ADN du
facteur de transcription NF-kB (Kim et al., 2004). 1l a été montré que I’TL-15 active



204

NF-xB (McDonald ef al., 1998b), il est donc possible que ce facteur de transcription soit
I’une des molécules activées par 1’augmentation de I’expression de CD11b/CD18 (et
possiblement de leur oligomérisation) induite par I'IL-15. Des expériences
supplémentaires seraient donc nécessaires afin de déterminer avec précision les effets de
’IL-15 sur I’affinité et 1’avidité de CD11b/CD18 ainsi que le réle exact de la kinase Syk
dans I’adhésion des neutrophiles induite par I’'IL-15.

Les neutrophiles ayant adhéré suite & leur activation par I'IL-15 vont persister au site
inflammatoire, puisqu’il a été montré que cette cytokine retarde leur apoptose spontanée
(Girard et al., 1996, Mastroianni et al., 2000; Ottonello ef al., 2002b). Au moment
d’entreprendre cette étude, les mécanismes impliqués dans le retard d’apoptose des
neutrophiles par I'IL-15 n’étaient pas connus. Nous avons donc comparé les voies de
signalisation activées par I’IL-15 et par le GM-CSF, un agoniste bien caractérisé des
neutrophiles. Il a été montré précédemment que I'IL-15 et le GM-CSF augmentent la
synthése protéique de novo dans les neutrophiles (Edwards et al., 1989; Girard et al.,
1996). Nous avons donc vérifié si I'IL-15, tout comme le GM-CSF, augmente
I’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1, molécule impliquée dans la survie des
neutrophiles et seul membre de la famille de Bcl-2 clairement détecté au niveau protéique
par différentes équipes (Moulding ez al., 1998; Epling-Burnette ef al., 2001b; Derouet et
al., 2004). Nous montrons que I’IL-15 et le GM-CSF retardent effectivement I’apoptose
des neutrophiles en régulant ’expression de Mcl-1 (Figure 1/Article II). Des études
effectuées dans notre laboratoire ont récemment montré que la pré-incubation des
neutrophiles avec la cycloheximide, un inhibiteur de la synthése protéique, inhibe la
régulation de Mcl-1 par I'IL-15 et le GM-CSF (Bouchard et al., 2004). Comme il a été
montré que Mcl-1 posséde une courte demie-vie et que son potentiel de renouvellement
est rapide, il est essentiel que les agonistes qui retardent I’apoptose des neutrophiles
maintiennent un niveau d’expression constant de cette protéine. A Pinverse de I’IL-15 et
du GM-CSF, la VAA-I inhibe I’expression de Mcl-1. Etant donné que cette lectine inhibe
la synthése protéique de novo (Savoie et al., 2000), la VAA-I empéche, tout comme la
cycloheximide, la régulation de I’expression de Mcl-1, ce qui entraine ultimement

’apoptose des neutrophiles.
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Nous montrons également que, tout comme le GM-CSF, I’'IL-15 induit la phosphorylation
de Jak-2 (Figure 4/Article II) et que cette kinase est impliquée dans le retard d’apoptose
induit par I’'IL-15 (Figure 2/Article II). L’activation de Jak-2 ne semble toutefois pas
restreinte 4 I’IL-15 et au GM-CSF. En effet, nous avons observé que 1’IL-4, molécule qui
retarde également 1’apoptose des neutrophiles, est capable d’induire la phosphorylation de
Jak-2 (Figure 12/Annexe). L’importance de Jak-2 dans la signalisation anti-apoptotique a
également été étudiée dans un autre type de granulocytes, 1’éosinophile (Simon et al.,
1997; Miike et al., 1999). D’autres études ont également montré 1’importance de la voie
de signalisation Jak-STAT dans le retard d’apoptose des neutrophiles induit par le
GM-CSF (Epling-Burnette et al., 2001b; Sakamoto ef al., 2003). Toutefois, contrairement
au GM-CSF, I'IL-15 n’induit pas la phosphorylation de STATS (Figure 7/Article II).
Malgré le fait que I'IL-15 et le GM-CSF soient tous deux impliqués dans le retard de
I’apoptose des neutrophiles, nos résultats indiquent que leur mode d’action n’implique
pas les mémes voies de signalisation. Epling-Burnette et ses collaborateurs (2001) ont
montré que l’activation de la voie de signalisation Jak-STAT par le GM-CSF est
directement liée i I’augmentation de ’expression de Mcl-1 (Epling-Burnette et al.,
2001b). L’analyse du promoteur du géne codant pour Mcl-1 a révélé la présence de sites
de liaison potentiels pour les facteurs de transcription NF-xB, STAT, SRE (steroid
response element), Ets (erythroblast transformation specific), Spl (specificity protein 1) et
CRE-BP (cyclic AMP response element-binding protein) (Akgul et al., 2000). Comme il a
été montré que I'IL-15 augmente ’activité transcriptionnelle de NF-xB dans les
neutrophiles (McDonald ef al., 1998b), il est possible que ce facteur de transcription soit
impliqué dans I’augmentation de 1’expression de Mcl-1. Un autre facteur de transcription
possiblement impliqué dans la régulation de Mcl-1 est STAT3. En effet, il a été montré
que la forme activée de STAT3 se lie au promoteur du géne codant pour Mcl-1 et que
’activité transcriptionnelle de STAT3 augmente le niveau endogéne de Mcl-1 (Epling-
Burnette ef al., 2001a). De plus, il a été montré que la phosphorylation sur résidus sérine
de STATS3 est essentielle pour 1’expression de Mcl-1 et la survie des macrophages (Liu et
al., 2003). Par ailleurs, des résultats préliminaires provenant du laboratoire suggérent que

I’IL-15 augmente la phosphorylation de STAT3 (observations non publiées). Ceci indique
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que la voie de signalisation Jak-STAT, trés probablement les membres Jak-2 et STAT3,
joue un réle essentiel dans la survie des neutrophiles, possiblement en modulant
I’expression des protéines anti-apoptotiques comme Mcl-1. Des études sur la
phosphorylation possible des autres membres de la voie de signalisation Jak-STAT par
I'IL-15 sont présentement en cours dans le laboratoire et permettront de mieux
caractériser les Jak et les STAT impliqués dans 1’induction du retard d’apoptose des

neutrophiles et leurs rdles dans 1’augmentation de 1’expression de Mcl-1.

Dans cette étude, nous montrons aussi que, tout comme le GM-CSF, I’'IL-15 induit la
phosphorylation de deux membres de la voie de signalisation des MAP kinases, ERK1/2
et p38, dans les neutrophiles (Figures 5 et 6/Article II). De plus, nous montrons que ces
deux voies de signalisation sont impliquées dans I’induction du retard d’apoptose par
IIL-15 (Figure 2/Article II). 11 a été montré que I’activation de ERK1/2 joue un rdle
important dans le retard d’apoptose et la survie des neutrophiles (Klein et al., 2000;
Jozsef et al., 2004; Khreiss et al., 2004; Ward et al., 2005). Les diverses études sur
I’implication de p38 MAPK dans I’apoptose sont toutefois contradictoires. Certaines
équipes suggerent que la signalisation par p38 MAPK induit des signaux de survie dans
les neutrophiles, alors que d’autres équipes affirment que ’activation de cette voie de
signalisation serait essentielle pour 1’apoptose (spontanée et/ou induite) (Frasch et al.,
1998; Aoshiba et al., 1999; Villunger et al., 2000; Alvarado-Kristensson et al., 2002;
Larbi et al., 2005; Salanova et al., 2005). Suzuki est ses collaborateurs (2001) ont
récemment montré que lors de I’apoptose des neutrophiles, il y a diminution de la
phosphorylation puis clivage de ERK1/2 et de p38 MAPK par un mécanisme dépendant
des caspases. Ce phénoméne serait, en partie, responsable de la perte de I’activité des
neutrophiles en réponse aux cytokines inflammatoires (Suzuki et al., 2001). Nos résultats
sont donc en accord avec les équipes suggérant que ’activation des kinases ERK1/2 et
p38 joue un role dans 1’induction du retard de I’apoptose. Alvarado-Kristensson et ses
collaborateurs (2004) ont récemment montré que la signalisation par p38 MAPK retarde
Papoptose des neutrophiles humains en induisant la phosphorylation de la caspase-3 et de
la caspase-8, ce qui inhibe leur activité (Alvarado-Kristensson et al., 2004). Ainsi, comme

il a été suggéré que I’IL-15 diminue I’activité de ces deux caspases dans les neutrophiles
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(Ottonello et al., 2002b; Bouchard ef al., 2004), il est possible d’envisager que I’IL-15
pourrait induire leur phosphorylation suite a 1’activation de p38 MAPK. Une autre étude a
montré que ERK1/2 peut phosphoryler et inhiber la caspase-9 (Allan ef al., 2003), une
caspase jouant un réle dans I’apoptose des neutrophiles (Maianski et al., 2004; Taneja et
al., 2004). Nous pouvons supposer que I'IL-15 pourrait également augmenter la
phosphorylation de cette caspase dans les neutrophiles. Des études supplémentaires sont
donc requises pour démontrer si 1’activation par I'IL-15 de ERK1/2 et p38 MAPK retarde
’apoptose des neutrophiles en phosphorylant directement des caspases afin de diminuer
leur activité enzymatique. En résumé, nous montrons que la protéine anti-apoptotique
Mcl-1 et les kinases Jak-2, ERK1/2 et p38 MAPK, mais non la voie de signalisation
impliquant les protéines G, participent au retard de I’apoptose des neutrophiles induit par
PIL-15. Une schématisation du modele potentiel des différentes voies de signalisation

activées par I’IL-15 dans les neutrophiles est représentée par la figure 10.

La lectine de plante VAA-I posséde des propriétés qui présentent un potentiel
thérapeutique. En effet, la VAA-I est utilisée comme adjuvant pour le traitement de
différents types de cancers (Kovacs e al., 1991; Gorter et al., 1998; Kovacs, 2000). A
faibles concentrations, la VAA-I est immunostimulatrice alors qu’a des concentrations
élevées, elle posséde des effets inhibiteurs sur différentes cellules du systéme immunitaire
(Mengs et al., 2002). De plus, il a été montré que cette molécule module les réponses des
neutrophiles (Savoie et al., 2000). La VAA-I offre donc une stratégie thérapeutique
intéressante puisqu’elle pourrait favoriser les réponses des neutrophiles, comme dans le
contexte de I’'immunité anti-tumorale, ou encore les éliminer dans diverses maladies
inflammatoires. Dans le deuxiéme volet de cette recherche, nous avons tenté de mieux
comprendre le mode d’action de la VAA-IL Nous avons également vérifié si cette lectine
pouvait moduler les réponses induites par 1’'[L-15 des neutrophiles humains, plus

particulicrement la phagocytose, 1’apoptose et la synthése protéique de novo.
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Figure 10 : Modéle des différentes voies de signalisation activées par I’'IL-15 dans les
neutrophiles. La liaison de I'IL-15 & son récepteur induit (%) la phosphorylation de
Jak-2, ERK1/2 et p38 MAPK. Il a également été démontré que I'IL-15 stimule la
phosphorylation de Syk et son association physique & I'IL-15Ro. L’IL-15 augmente aussi
I’expression de CD11b/CD18. 1l est possible que I’association physique de Syk a
I’'IL-15R0. empéche la liaison de Syk a CD18, ce qui permet d’augmenter 1’avidité des
intégrines et I’adhésion des neutrophiles. 11 est également possible que NF-xB soit I'une
des molécules activées par I’augmentation de I'expression de CD11b/CD18. L’IL-15
stimule la synthése protéique de novo et augmente la sécrétion de CXCLS, IL-1f et
IL-1Ra. L’IL-15 augmente I’expression de la protéine anti-apototique Mcl-1,
possiblement en activant NF-kB et/ou STAT3, et réduit celle de la protéine pro-
apoptotique Bax, ce qui a pour conséquence de retarder I’apoptose spontanée. Il a été
montré que la phosphorylation de p38 MAPK et ERK1/2 induit la phosphorylation de la
caspases-3, -8 et -9, ce qui diminue leur activité enzymatique. Ce mécanisme reste
toutefois & démontrer (vo=>). La lectine de plante VAA-I peut inhiber (L) la synthése
protéique de novo et le retard d’apoptose induit par I'IL-15. Les caractéres en gras
représentent les voies de signalisation ayant été déterminées lors de cette étude.
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Nos résultats indiquent que la VAA-I n’induit pas la phosphorylation sur résidus sérine et
thréonine dans les neutrophiles (Figure 1/Article I). Nous avions préalablement démontré
que I’induction de I’apoptose par la VAA-I dans les neutrophiles était indépendante de la
phosphorylation sur résidus tyrosine (Savoie et al., 2000). Ces résultats suggérent que la
VAA-I induit ses effets indépendamment de la phosphorylation sur résidus sérine,
thréonine ou tyrosine des protéines intracellulaires. Nous avons récemment montré que
I’internalisation de la VAA-I est nécessaire & 1’induction d’apoptose des neutrophiles,
puisque la pré-incubation de ces cellules avec un inhibiteur du transport vésiculaire, la
bréfeldine A, bloque enti¢rement leur apoptose (Lavastre et al., 2002). Une autre équipe
avait également montré que I’induction de I’apoptose par la VAA-I dans la lignée T
Jurkat et la lignée B BJAB est indépendante d’un récepteur de surface et nécessite
I’internalisation de la molécule (Bantel et al., 1999). Il a toutefois été montré, par gel
d’électrophorése en deux dimensions, que la VAA-I induit I’incorporation de
[**P]phosphate dans une protéine d’environ 28 kDa dans la lignée monocytaire THP-1
(Gabius et al., 1992). L’agglutinine Viscum album L. coloratum, une lectine du gui
coréen, entraine quant a elle I’apoptose en induisant la phosphorylation de c-Jun NH2-
terminal kinase (JNK) dans la lignée myélomonocytaire U937 et dans les cellules Hep3B
provenant d’un carcinome hépatique (Park ef al., 2000; Kim et al., 2004). Cette méme
lectine induit aussi I’apoptose en provoquant la déphosphorylation de la protéine kinase B
(PKB/Akt) dans les cellules A253 provenant d’un carcinome de la peau (Choi ef al.,
2004). La différence entre ces résultats et 1’absence de phosphorylation que nous
observons dans les extraits protéiques totaux de neutrophiles humains fraichement isolés
et stimulés peut s’expliquer, en partie, par le type de cellule et leur degré de
transformation (primaire vs immortalisé). De plus, nous n’excluons pas la possibilité
qu’une protéine en particulier, par exemple JNK ou Akt, puisse étre phosphorylée ou
déphosphorylée par la VAA-I dans les neutrophiles et ce, indépendamment d’une liaison
a un récepteur de surface. L’utilisation de techniques plus sensibles, comme
I’immunoprécipitation, le gel d’électrophorése en deux dimensions ou !’utilisation
d’anticorps phosphospécifiques, pourrait permettre de vérifier 1’état de phosphorylation

d’une protéine donnée.
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Nous avons aussi vérifié la capacité de la VAA-I & moduler les réponses des neutrophiles
induites par I’[L-15. Nous montrons que la VAA-I augmente la phagocytose des
neutrophiles et ce, uniquement a des concentrations élevées (Figure 2/Article I). Ces
résultats sont en accord avec d’autres études ayant rapporté une hausse semblable de
lactivité phagocytaire des neutrophiles par cette lectine a des concentrations élevées
(Metzner et al., 1985; Stein et al., 1999; Stoika et al., 2001). Une étude a également
montré que ’injection de la VAA-I chez le lapin et chez des patients atteints de cancer
augmente D’activité phagocytaire des granulocytes (Hajto et al., 1989). Ceci suggere que
la VAA-I, 4 concentrations élevées, est capable d’exercer son activité cytotoxique sur les
cellules tumorales et d’augmenter parallélement la phagocytose médiée par les cellules de
’héte. De plus, nous montrons que la VAA-I favorise la phagocytose induite par I'IL-15
(Figure 2/Article I). Ceci indique que I’utilisation simultanée de I’'IL-15 et de la VAA-I
dans un contexte thérapeutique stimulerait ou, du moins, ne diminuerait pas cette fonction
importante des neutrophiles. Contrairement & I’'IL-15, il a ¢été montré que
I’immunothérapie utilisant I’IL-2 affecte les fonctions des neutrophiles et ceci contribue a
’augmentation de la susceptibilité aux infections bactériennes chez les patients atteints de
cancer (Jablons ef al., 1990; Klempner ef al., 1990). L’IL-15 présente donc un avantage

thérapeutique sur I’'TL-2 qui mérite d’étre mieux caractérisé.

Nous avions préalablement montré que la VAA-I pouvait inhiber le retard d’apoptose
induit par le GM-CSF dans les neutrophiles (Savoie ef al., 2000). Pour faire suite a cette
étude, nous montrons que la VAA-I, a concentrations élevées, inhibe le retard d’apoptose
induit par I’'IL-15, tel que mesuré par cytologie et par visualisation de la dégradation de la
gelsoline (Figures 3 et 4/Article I). Ceci corréle avec une inhibition de la synthése
protéique de novo (Figure 5/Article I). Cette diminution des effets de I'IL-15 causée par
la VAA-I sur les neutrophiles est d’intérét pour I’élaboration d’une stratégie
thérapeutique, comme une immunotoxine visant I’atténuation ou 1’élimination des
neutrophiles dans le contexte de maladies inflammatoires (figure 10). Il a été montré que,
chez des patients atteints d’un lymphome de cellules B, 1’administration d’une
immunotoxine, composée de la ricine (une lectine de la méme famille que la VAA-I) et

d’un anticorps dirigée contre les molécules CD19 ou CD22 exprimées a la surface des
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lymphocytes B, entrainait une diminution de la tumeur (Amlot ef al., 1993; Stone et al.,
1996). Ainsi, il serait possible d’envisager le développement d’une immunotoxine
composée de la VAA-I qui ciblerait directement le neutrophile. L’administration de cette
immunotoxine pourrait permettre d’éliminer des neutrophiles suractivés dans différentes
maladies inflammatoires ou des quantités élevées d’IL-15 ont été détectées, comme dans

le cas de I’arthrite rhumatoide.

Interactions neutrophiles/IL-21

Les résultats de certaines études suggéraient qu’une interaction était possible entre
PIL-21 et les neutrophiles in vivo (Parrish-Novak et al., 2002; Wang et al., 2003; Di
Carlo et al., 2004). Nous avons donc utilisé le modéle murin de la poche d’air afin de
vérifier si I’'IL-21 serait impliquée dans le recrutement de neutrophiles. Nos résultats
montrent que I'IL-21 induit le recrutement simultané de neutrophiles et de
monocytes/macrophages (Figures 1 et 2/Article IV). Deux équipes ont également observé
un recrutement semblable induit par I’IL-21. En effet, I’équipe de Di Carlo (2004) a
constaté que I’injection d’un mélanome génétiquement modifié pour sécréter de 1’'TL-21
induit une accumulation massive de neutrophiles et macrophages au site de la tumeur (Di
Carlo et al., 2004). Pour sa part, I’équipe de Parrish-Novak (2002) a observé que la
surexpression de I'IL-21 chez des souris induit I’accumulation de neutrophiles et de
macrophages dans certains tissus (observations non publiées citées dans Parrish-Novak et
al., 2002). Toutefois, nous montrons que les neutrophiles n’expriment pas
PIL-21Ra (Figure 4/Article IV), ce qui permet d’expliquer que leurs fonctions ne sont
pas modulées par cette cytokine in vitro (Figures 6 et 7/Article IV). Ceci suggére que
I’expression de la chaine CD132 est insuffisante a elle seule pour permettre la modulation

des fonctions des neutrophiles par I’'IL-21.

Comme I’[L-21 n’est pas un chimioattractant des neutrophiles in vitro (Figure 7/Article
IV), nous croyons que la production de substances chimiotactiques par d’autres types
cellulaires, dont les monocytes/macrophages, serait responsable de leur recrutement in

vivo. Nous avons donc vérifié la présence de la cytokine IL-6 et des chimiokines
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CCL3/MIP-1a, CCLS/RANTES et CXCL2/MIP-2, connues pour attirer & la fois les
neutrophiles et les monocytes/macrophages (Uguccioni et al., 1995; Pan et al., 2000;
Zeng et al., 2003; von Stebut ef al., 2003; Jaramillo et al., 2004). Nos résultats montrent
que I’IL-21 attire les cellules par un mécanisme indépendant de I’IL-6, de CCL3/MIP-1a,
CCL5/RANTES et CXCL2/MIP-2 (Figure 3/Article IV). 1l serait donc intéressant
d’effectuer une cinétique plus détaillée lors de la récolte des fluides de souris stimulés par
’IL-21 afin de détecter un ou des chimioattractant(s) responsable(s) du recrutement des
neutrophiles et des monocytes/macrophages. Deux candidats potentiels sont 'TFN-y et le
TNF-o. puisque la présence de ces deux cytokines, en plus des neutrophiles et des
macrophages, a été détectée au site d’une tumeur génétiquement modifiée pour sécréter
de I’IL-21 (Di Carlo et al., 2004). En fait, il a été¢ montré que 'IFN-y et le TNF-a
augmente la migration et/ou le recrutement des neutrophiles et des macrophages in vivo
(Carvalho-Pinto ef al., 2002; McLoughlin et al., 2003; von Stebut et al., 2003; Yamada et
al., 2004; Dangerfield et al., 2005). De plus, ces deux cytokines sont de puissants
activateurs des fonctions des neutrophiles et des macrophages (Virelizier et Arenzana-
Seisdedos, 1985; Klebanoff et al., 1986; Cavaillon, 1994; Ellis et Beaman, 2004). Des
études supplémentaires seraient donc requises afin de vérifier s’il est possible de détecter
I’IFN-y et/ou le TNF-o dans les fluides de souris stimulées par I’IL-21. Certains de nos
résultats indiquent que les macrophages pourraient étre impliqués dans le recrutement de
neutrophiles in vivo. En effet, nous montrons que les macrophages expriment 'IL-21Ra
(Figure 9/Article IV) et que leur stimulation par I'IL-21 in vitro induit la sécrétion de
CXCLS/IL-8 (Figure 10/Article IV). Ce puissant chimioattractant des neutrophiles n’étant
pas exprimé chez la souris, il serait intéressant d’identifier un homologue murin dans le
modéle de la poche d’air. Nous proposons donc que 1'TL-21 puisse agir indirectement sur
le recrutement des neutrophiles par ’activation des monocytes et des macrophages (et
possiblement des cellules résidantes) au site inflammatoire avec pour conséquence la

production de chimiokines agissant directement sur les neutrophiles (figure 11).
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Figure 11: Mode d’action potentiel du recrutement des neutrophiles et des
monocytes/macrophages induit par I’IL-21 dans le modéle de la poche d’air. L’IL-21
est injectée dans la cavité produite par Pinjection d’air. Dans des conditions
physiologiques, ce sont les lymphocytes T qui sont responsables de la production de
niveaux élevés d’IL-21 retrouvés dans les fluides biologiques (1). L’IL-21 va alors agir
directement sur les monocytes/macrophages qui expriment I’'TL-21R (2). Ces derniers
vont synthétiser un chimioattractant, possiblement un homologue murin de CXCLS8/IL-8,
ou encore des cytokines, comme le TNF-a et I'IFN-y (3). Ces molécules seront
responsables du recrutement de neutrophiles, et possiblement de leur activation, au site
inflammatoire (4).

L’expression de I’'TL-21Ra a la surface des monocytes et des macrophages, ainsi que
’absence de son expression par les neutrophiles, suggére fortement que cette chaine est

modulée lors de la différenciation des pro-myélocytes en ces types cellulaires. Nous
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avons utilisé la lignée cellulaire HL-60 afin de vérifier cette hypothése. Nous montrons
que les cellules HL-60 expriment 'IL-21Ra (Figure 5/Article IV). L’expression de cette
chaine du récepteur diminue lors de la différenciation des cellules HL-60 en neutrophiles
alors qu’elle persiste lors de leur différenciation en monocytes et macrophages, ce qui
permet de confirmer nos résultats sur 1’expression de I'IL-21Ra par les cultures primaires
de neutrophiles, monocytes et macrophages (Figure 5 et 9/Article IV). Il est possible que
la différenciation des HL-60 module I’expression ou I’activité d’un facteur de
transcription essentiel 4 la synthése de I'IL-21Ra. Par exemple, une diminution de
I’expression de NF-kB et de son activité a été observée lors de la différenciation des
cellules HL-60 en neutrophiles (Browning ef al., 1997). Au contraire, une hausse de son
expression et de son activité est observée lors de la différenciation des HL-60 en
macrophages (Hass et al., 1992; Cannon et al., 1993). Il est donc possible que NF-xB (ou
un autre facteur de transcription) soit impliqué dans la régulation de I’expression de
'IL-21Ra par les cellules HL-60. Le promoteur de I'IL-21Ra et les facteurs de
transcription responsables de son expression n’ont pas encore été identifiés. Leur
caractérisation prochaine pourra permettre d’identifier des candidats jouant un réle

potentiel dans la modulation de I’IL-21Ra dans les cellules HL-60.

A ce jour, il a été montré que seules les cellules T CD4", préférentiellement de type Th2,
sécrétent de I’IL-21 (Parrish-Novak et al., 2000; Wurster et al., 2002). Comme les
cellules HL-60 expriment I’'IL-21Ra, nous avons vérifié si ces cellules pouvaient
potentiellement produire I'IL-21 qui agirait alors de maniére autocrine. L’utilisation d’un
anticorps reconnaissant a la fois le polypeptide précurseur et la forme mature de I'TL-21
nous a permis de montrer que les cellules HL-60 expriment I'IL-21 (Figure 13/Annexe).
De plus, nous montrons que son expression diminue lors de la différenciation des HL-60
en neutrophiles et qu’elle est totalement absente dans les neutrophiles matures (Figure
13/Annexe). Ce résultat indique que des cellules d’origine myéloide peuvent
potentiellement produire de 1’IL-21. Nous n’avons pas pu vérifier si les HL-60 sécrétent
I’IL-21, puisque aucun anticorps reconnaissant la forme tridimensionnelle de la protéine
en conditions non dénaturantes n’était disponible commercialement lors de cette étude. 11

serait donc intéressant de vérifier si cette production d’IL-21 par des cellules my¢loides
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est restreinte aux cellules cancéreuses telles les cellules HL-60. Comme il a été montré
que I’'IL-21 est un facteur de croissance et de survie pour certains types de cancer (Brenne
et al., 2002), il est possible d’envisager que cette cytokine soit produite par les cellules
cancéreuses elles-mémes et qu’elle agisse de maniére autocrine sur leur prolifération.

Cette hypothése reste toutefois & confirmer.

Lors de la stimulation des cellules HL-60 avec I'IL21, nous avons observé une
augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 (Figure 5/Article IV). Il a été montré que
Iactivation de cette voie de signalisation est généralement associée aux premiéres étapes
de la différenciation des cellules HL-60 (Yen ef al., 1998; Yen et al., 1999; Wang et
Studzinski, 2001; Miranda ef al., 2002). Nous avons donc évalué les effets de I’'IL-21 sur
I’expression de CD11b et CD14, deux marqueurs de différenciation, ainsi que sur le cycle
cellulaire des HL-60. Nos résultats montrent que 1’IL-21 ne module ni le cycle cellulaire
ni ’expression de CD11b et CD14 a la surface des cellules (Figure 8/Article IV). Ceci
indique que I’'IL-21 n’induit pas la différenciation des cellules HL-60 en neutrophiles,
monocytes ou macrophages. Un résultat semblable a été observé lors de la stimulation des
cellules de la moelle osseuse (MO) avec une combinaison de GM-CSF et d’IL-21. En
effet, I’équipe de Brandt (2003) a observé que ces deux cytokines ne stimulent pas la
différenciation des cellules de la MO en cellules B B220", cellules NK NK1.17, cellules T
CD3", granulocytes Gr-1*, macrophages CD14" et DC CD8o." (Brandt ef al., 2003a). Il
est possible que I'IL-21 puisse agir sur des cultures primaires de cellules immatures
d’origine myéloide, mais que ces effets ne soient pas détectables dans les cellules
cancéreuses comme les HL-60. En effet, le r6le de I’IL-21 sur la prolifération et la survie
des cellules HL-60 non différenciées est difficile & évaluer puisque ces cellules ont un
potentiel élevé de prolifération et ce, méme sans ’ajout de facteurs essentiels dans le
milieu de culture. L’utilisation de cultures primaires pourrait donc permettre de
déterminer le rdle de I’IL-21 sur la prolifération et la survie des cellules immatures. A cet
égard, nous avons vérifié les effets de I’IL-21 sur la prolifération et la survie de cultures
primaires de cellules d’origine lymphoide et myéloide de la MO. Nous montrons que
I’IL-21, tout comme I'IL-15 et le LPS, augmente P’activité mitochondriale et retarde

I’apoptose induite par la privation de facteurs essentiels des cellules totales de la MO.
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Toutefois, contrairement a I’IL-15 et au LPS, cette cytokine est incapable d’induire leur
prolifération (Figures 1 et 2/Article V). L’ajout simultané de 10 ng/mL d’IL-21 et
d’IL-15, une concentration sans effet lorsqu’utilisée individuellement, permet
d’augmenter de maniére significative 1’activité mitochondriale des cellules de la MO
(Figure 14/Annexe). Cet effet combiné pourrait étre relié a une augmentation de
I’expression de 1’un ou 1’autre des récepteurs 2 la surface des cellules, a la stimulation de
sous-populations différentes par chacune des cytokines ou encore & I’activation d’une
population cellulaire qui sécréterait un facteur de prolifération pour une autre population
cellulaire. Des expériences supplémentaires seraient nécessaires afin de confirmer ou
d’infirmer ces hypothéses. Un effet synergique entre I'IL-21 et I'IL-15 a été observé dans
la régulation et ’expansion des cellules T CD8" (Zeng et al., 2005). Plusieurs équipes ont
montré que le facteur de transcription NF-kB joue un réle dans ’activation des fonctions
de différents types cellulaires. Il a également été montré que I’activation de NF-kB par
I’IL-15 dans les éosinophiles permet de retarder leur apoptose spontanée (Hoontrakoon et
al., 2002). De plus, NF-kB est I’une des molécules de signalisation impliquées dans
I’augmentation de I’expression de la COX-2 induite par I'IL-15 dans les synoviocytes
(Min e al., 2004). Finalement, il a été observé que NF-xB est activé par I'[L-15 dans les
cellules progénitrices de la MO (Giron-Michel ef al., 2003). Nous avons donc décidé
d’utiliser des souris déficientes pour 1’expression de NF-kB afin de vérifier le role de ce
facteur de transcription dans la prolifération et/ou la survie induite par I'IL-21 et 'IL-15
des cellules de la MO. Nos résultats indiquent que NF-kB joue un réle important dans la
prolifération induite par I'IL-15, mais qu’il n’est pas requis dans le retard d’apoptose des
cellules de la MO induit par I’'IL-15 ou ’'IL-21 (Figures 6 et 7/Article V).

La séparation subséquente des cellules de la MO en cellules lymphoides (CD11b) et
myéloides (CD11b") nous a permis de constater que les effets de 'IL-21 et de I’'IL-15 sur
la prolifération et/ou la survie sont principalement observés sur la population lymphoide
de la MO (Figures 3 et 4/Article V). Ceci concorde avec I’expression de I'IL-21Ra
uniquement 2 la surface des cellules lymphoides ainsi que 1’expression de I'IL-15Ra par
les cellules lymphoides et myéloides. L’IL-15Ra est toutefois exprimé plus fortement par

les cellules lymphoides (Figure 5/Article V). II est cependant envisageable que les effets
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de ces cytokines soient dirigés sur des sous-populations de cellules exprimant plus
fortement le récepteur spécifique. Par exemple, il a été observé que peu de cellules B220
expriment I’IL-21Ra dans la MO et que 1’expression de IL-21Ra est modulée lors de la
maturation des lymphocytes B (Jin ef al., 2004). 11 est donc concevable que les effets de
I’IL-21 impliquent plutdt les lymphocytes B de la MO que les autres types cellulaires.
Des expériences supplémentaires sont donc requises afin de déterminer sur quelles sous-
populations des cellules lymphoides et myéloides 1’'IL-21 et I’IL-15 exercent leurs effets.
Nos résultats suggérent que I’'TL-15 est a la fois un facteur de croissance et de survie des
cellules lymphoides de la MO alors que I’IL-21 est plutdt un facteur anti-apoptotique de

ces cellules.

Perspectives

Plusieurs expériences peuvent étre suggérées afin d’accroitre nos connaissances sur les
interactions entre I’IL-15, I’IL-21 et les neutrophiles. La caractérisation des membres de
la voie de signalisation Jak-STAT, autres que Jak-2 et STATS, impliqués dans le retard
d’apoptose induit par 1I'IL-15 pourrait permettre d’identifier une voie de signalisation
propre aux neutrophiles. Les résultats préliminaires de notre laboratoire suggérent
fortement que STAT3 soit I’'une des molécules impliquées (observations non publiées). 11
a été montré que I’administration de tyrphostin B42 (AG490), un inhibiteur de la voie de
signalisation Jak-STAT, permet de prévenir 1’encéphalomyélite allergique expérimentale
dans un modéle murin (Bright et al., 1999). Une thérapie impliquant 1’inhibition de la
signalisation induite par I’IL-15 dans les neutrophiles pourrait donc étre envisagée. Tel
que mentionné précedemment, il serait possible de développer une immunotoxine
composée de la VAA-I qui ciblerait directement le neutrophile. Cette immunotoxine
permettrait d’inhiber la synthése protéique et le retard d’apoptose induit par I’IL-15 et

favoriserait 1’élimination des neutrophiles par apoptose.

Ensuite, il serait intéressant de vérifier si I’IL-17 est bel et bien un médiateur impliqué
dans la production locale d’IL-6 et de CXCL2/MIP-2 induite par I’IL-15 dans le modéle

murin de la poche d’air. Il serait donc possible d’effectuer un test ELISA afin de vérifier
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si I'IL-17 est présente dans les exsudats provenant du lavage de la poche d’air de souris
normales stimulées avec de I’IL-15. Ensuite, il serait possible de vérifier le role de I'IL-17
dans le recrutement des neutrophiles et dans la production d’IL-6 et de CXCL2/MIP-2 en
injectant I’IL-15 dans une souris déficiente pour I’expression de I'IL-17 (IL-177") (Nakae
et al., 2002). Une étude ayant utilisé les souris IL-17" a d’ailleurs montré que I’arthrite
induite par le collagéne est inhibée dans ces souris, suggérant un role important de I’IL-17
dans les processus inflammatoires (Nakae et al., 2003). L’identification de cet
intermédiaire permettrait d’établir une nouvelle cible thérapeutique pour le traitement de

maladies inflammatoires impliquant des niveaux élevés d’IL-15.

11 serait également important de vérifier si les intégrines CD11b et CD18 & la surface des
neutrophiles et la molécule d’adhésion CD54 des cellules A549 sont effectivement
responsables de 1’augmentation de I’adhésion induite par I'IL-15 entre ces deux types
cellulaires. De fait, il serait possible d’évaluer I’adhésion induite par I’IL-15 en incubant
les cellules avec des anticorps neutralisants contre chacune de ces molécules. 11 a été
montré que I’injection intraveineuse d’anticorps anti-CD11b ou anti-CD18 permet de
réduire D’activation des neutrophiles induite par I’instillation d’acide dans les voies
respiratoires de la souris (Folkesson et Matthay, 1997). Ceci suggére qu’une thérapie
visant la neutralisation des molécules d’adhésion pourrait étre bénéfique pour le

traitement de maladies comme 1’arthrite et la sarcoidose.

Finalement, il serait intéressant d’identifier les substances chimiotactiques impliquées
dans le recrutement des neutrophiles et des monocytes/macrophages induit par I'IL-21.
L’identification de ce ou ces substance(s) pourrait permettre d’établir des cibles
thérapeutiques dans le traitement des maladies inflammatoires impliquant I'IL-21. De
plus, il serait intéressant de déterminer les rdles de I'IL-21 et de I'IL-21Ra dans les
cellules HL-60. En effet, la détermination que cette cytokine puisse agir de maniére
autocrine sur la prolifération des cellules cancéreuses permettra de cibler I'IL-21 ou son

récepteur lors de thérapie anti-tumorale.



219

Conclusion

Nos résultats ont permis de montrer que :

e [I’IL-15 induit majoritairement le recrutement de neutrophiles in vivo ;

e J’activation des neutrophiles par I’'IL-15 se traduit également par 1’augmentation
des intégrines CD11b/CD18 a leur surface et par 1’augmentation de leur adhésion
aux cellules épithéliales pulmonaires A549 ;

e I'IL-15 retarde I’apoptose des neutrophiles en augmentant la phosphorylation de
Jak-2, ERK1/2 et p38 MAPK, tout en augmentant I’expression de la protéine anti-
apoptotique Mcl-1 ;

e la VAA-I peut inhiber le retard d’apoptose et la synthése protéique de novo induit
par I’'IL-15 dans les neutrophiles ;

e I'IL-21 induit le recrutement simultané de neutrophiles et de
monocytes/macrophages in vivo ;

e les fonctions des neutrophiles ne sont pas modulées par I’'IL-21 puisque ceux-ci
n’expriment I’IL-21Ra. ;

e les macrophages pourraient étre impliqués dans le recrutement des neutrophiles,
puisque ceux-ci expriment I’IL-2]1Ra et sécrétent du CXCLS8/IL-8 suite & leur

stimulation in vitro avec I’IL-21

Nous pouvons conclure que 1’expression simultanée des trois chaines du récepteur a
I’IL-15 permet la modulation de différentes fonctions des neutrophiles. Nos résultats
suggérent que I’IL-15 peut influencer directement le sort des neutrophiles dans certaines
maladies en impliquant leur recrutement au site inflammatoire, 1’augmentation de leur
adhésion aux cellules environnantes et la modulation de leur apoptose spontanée. Ces
résultats concordent avec la détection de concentrations élevées d’IL-15 et la persistance
des neutrophiles dans les maladies inflammatoires comme I’arthrite rhumatoide et la
sarcoidose. Il est toutefois possible de moduler ’activation des neutrophiles par 1I'IL-15

en utilisant la VAA-I. Cette derniére pourrait étre potentiellement utilisée lors de
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thérapies visant 1’élimination des neutrophiles suractivés dans certaines maladies. Par
contre, ’expression de CD132 2 la surface des neutrophiles est insuffisante pour que
1’IL-21 module directement les réponses de ces cellules. L’IL-21 agirait indirectement sur
le recrutement des neutrophiles en augmentant la sécrétion de chimiokines par les
macrophages. Les cellules HL-60, cellules immatures d’origine myéloide, expriment
I'IL-21Ra, suggérant que I’TL-21 puisse agir directement sur ces cellules. Toutefois, les
effets de I'IL-21 sur les cellules d’origine myéloide sont encore inconnus, mais
n’impliquent pas leur prolifération, ni leur survie. La caractérisation des interactions entre
les neutrophiles, I'IL-15 et I'IL-21 permet une meilleure compréhension des mécanismes
controlant leur activation et permettra le développement d’outils thérapeutiques

appropriés pour le traitement de maladies inflammatoires et auto-immunes.
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Figure 12 : L’IL-4, contrairement aux IL-2, -7 et -9, induit la phosphorylation de
Jak-2 dans les neutrophiles humains. Les neutrophiles (40 x 10° cellules/mL)
fraichement isolés du sang de donneurs sains ont été pré-incubés 15 minutes avec 1 mM
de di-isopropylfluorophosphate (DFP) avant d’étre stimulés pour 5 minutes avec le
tampon (T) ou 250 ng/ml d’IL-2, IL-4, IL-7 et IL-9. La réaction a été arrétée en ajoutant
du tampon de Laemmli bouillant aux cellules. Les échantillons (0.5 x 10° cellules) ont
ensuite été chargés sur un gel de polyacrylamide 10% avant d’étre transférés sur une
membrane de nitrocellulose. Les sites non spécifiques ont été bloqués a 1’aide d’une
solution de TBS-Tween contenant 5% de lait écrémé en poudre pour 1h i température
piéce. La membrane a été lavée puis incubée pour la nuit & 4°C avec une solution de TBS-
Tween contenant 0.5 pg/mL d’anticorps de lapin anti-phospho-Jak-2 (BioSource
International, Camarillo, CA). La membrane a été lavée puis incubée pour 1h a
température piéce avec un anticorps secondaire de chévre anti-lapin couplé au HRP
1/20,000 dans une solution de TBS-Tween contenant 5% de lait écrémé en poudre. La
membrane a par la suite été lavée puis révélée avec une solution de ECL avant d’étre
colorée avec une solution de bleu de Coomassie afin de vérifier le chargement des
échantillons dans chacun des puits. Les résultats sont représentatifs de deux expériences

indépendantes.
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Figure 13 : L’expression de I’'TL-21 par les cellules HL-60 est diminuée lors de leur
différenciation en neutrophiles. Un aliquot (0.5x10° cellules) de cellules HL-60,
différenciées en neutrophiles par I’ajout de DMSO (1.25%) au milieu de culture, ou des
neutrophiles fraichement isolés du sang humain a été préparé en ajoutant les cellules a du
tampon de Laemmli. Les échantillons ont ensuite été chargés sur un gel de
polyacrylamide 10% avant d’étre transférés sur une membrane de PVDF. Les sites non
spécifiques ont été bloqués a I’aide d’une solution de TBS-Tween contenant 5% de lait
écrémé en poudre pour la nuit 3 4°C. La membrane a été lavée puis incubée pour 1h &
température piéce avec une solution de TBS-Tween contenant 1 pg/ml d’anticorps de
lapin anti-IL-21 (ProSci Inc., San Diego, CA) reconnaissant les acides aminés 121 a 135
de I’IL-21 humaine. La membrane a été lavée puis incubée pour 1h a température piéce
avec un anticorps secondaire de chévre anti-lapin couplé au HRP 1/20 000 dans une
solution de TBS-Tween contenant 5% de lait écrémé en poudre. La membrane a par la
suite été lavée puis révélée avec une solution de ECL. La membrane a ensuite été
réhybridée avec un anticorps anti-actine afin de vérifier le chargement des échantillons
dans chacun des puits. Les résultats sont représentatifs de trois expériences

indépendantes.
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Figure 14 : Effet combiné de I’'TL-15 et de I’IL-21 sur P’activité mitochondriale des
cellules de la moelle osseuse. Les cellules de la moelle osseuse (0.5 x 10° cellules/mL
RPMI-1640 contenant 10% de sérum de veau foetal), isolées a partir des fémurs de souris
C57Bl/6, ont été incubées pedant 72h en présence de PBS (Témoin), 100 ng/mL de LPS
(LPS), 10 ng/mL d’IL-15 ou d’IL-21 murine ou une combinaison de ces deux cytokines &
une concentration de 10 ng/mL (IL-15 + IL-21). Le MTT (concentration finale de 0.5
mg/ml) a ensuite été ajouté dans chacun des puits pour 3h a 37°C. Les plaques ont été
centrifugées et du DMSO (200 pl) a été ajouté aux puits dépourvus de surnageant.
L’absorbance a été évalué & 570 nm (longueur d’onde de référence 3 690 nm) & ’aide
d’un lecteur de micro-plaque. Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction de
MTT (représentant 1’activité mitochondriale) des cellules exposées au PBS (témoin =
100%), moyenne + SEM (n 2 3 souris). *, p < 0.05 par ANOVA.
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