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Résumé

L’interleukine (IL)-21 est membre de la famille des cytokines utilisant la chaine commune y de
récepteur (R) ou le CD132. Cette famille de cytokines est connue pour étre parmi les plus étudiées
en immunologie. L’IL-21 est principalement sécrétée par les lymphocytes T CD4+ activés,
notamment les lymphocytes TFH et TH17, mais également par les cellules NKT. Elle est associée
a différentes pathologies inflammatoires et auto-immunes telles que l'arthrite rhumatoide, les
maladies inflammatoires de l'intestin et le lupus érythémateux systémique. Bien que I'effet de I'lIL-
21 soit bien caractérisé dans les cellules d’origine lymphoides, le réle biologique du systeme IL-
21/1L-21R dans les monocytes et les macrophages humains demeure peu documenté. Dans cette
étude, nous avons approfondi les connaissances sur l'effet de I'lL-21 dans la biologie des
monocytes et des macrophages humains en évaluant sa capacité a moduler certaines de leurs
fonctions. D’abord, nous avons confirmé I'expression de I'lL-21R a la surface de la lignée
cellulaire THP-1, des monocytes humains et des macrophages différenciés a partir de monocytes
humains en présence de GM-CSF (MDMH). Puis, nos résultats montrent que I'lL-21 augmente la
capacité de ces cellules a exercer la phagocytose effectuée par I'entremise des récepteurs Fc.
L’augmentation de la phagocytose n’était pas associée a un accroissement de I'expression du
CD16, du CD32, du CD64, ni de celle de I'lL-21R par I'lL-21. L’IL-21 active la voie Jak/STAT, celle
des MAPK (ERK et p38), celle de la PI3K/Akt et Syk tel que montré par 'augmentation de leur
niveau de phosphorylation. Egalement, une association constitutive entre I'lL-21Ra et Syk a été
observée. Conséquemment, le réle de 'activation de Syk, de ERK 1/2 de la voie Jak/STAT et de
la PI3K/Akt dans 'augmentation des capacités phagocytaire en réponse a I'lL-21 dans ces cellules
a été validé par [l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques. De surcroit, I'lL-21 accroit la
phagocytose de particule de zymosan par les MDMH. Cette derniére dépend également de
I'activation des mémes voies de signalisation. L’IL-21 ne module toutefois pas I'endocytose, la
phagocytose de bactéries et ni celle de particules de zymosan par les monocytes humains. Nos
résultats montrent aussi que I'lL-21 n’est pas un agent chimioattractant pour les monocytes
humains. Elle accroit cependant 'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales, et ce de
maniéres dépendantes de I'activation de Syk. Finalement 'IL-21 stimule la sécrétion de MMP-9
par les MDMH. L’IL-21 posséde donc des effets biologiques significatifs dans les monocytes et
les macrophages humains. Par conséquent, le développement de stratégies thérapeutiques
ciblant le systeme IL-21/IL-21R devra considérer que la physiologie des monocytes et des

macrophages peut en étre affectée.
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Introduction

Des millions de personnes sont atteintes de maladies inflammatoires chroniques ou auto-
immunes. Ces maladies sont donc un enjeu de santé publique majeur et accaparent une portion
significative des efforts de recherche. Leurs causes sont multifactorielles et, par conséquent,
difficilement identifiables. Les cytokines sont de petites molécules de signalisation qui jouent des
rles essentiels dans le développement et I'activation du systéme immunitaire. La modification de
l'expression des cytokines est souvent associée au développement de telles maladies.
L’interleukine (IL)-21 est le plus récent membre découvert d’'une des familles de cytokines les plus
étudiées en immunologie. Elle est associée au développement de diverses maladies
inflammatoires telles que l'arthrite rhumatoide (AR), le lupus érythémateux et les maladies
inflammatoires de lintestin. Quoique son implication ait été identifiée, son role exact dans la

pathogenése de ces maladies demeure mal défini et fait encore I'objet d’'investigations.

Les monocytes et les macrophages sont deux acteurs de premier plan de la réponse
inflammatoire. lls contribuent, entre autres, aux étapes d’initiation et de résolution de
l'inflammation ce qui fait d’eux des suspects potentiels pouvant contribuer significativement au
développement des maladies inflammatoires chroniques. Bien que I'lL-21, les monocytes et les
macrophages soient impliqués dans la pathogenese de différentes maladies inflammatoires, I'effet
de cette cytokine sur ces cellules a été, jusqu’a maintenant, trés peu étudié. Au cours des
derniéres années, il a été montré que I'lL-21 pouvait moduler certaines fonctions des monocytes
et des macrophages. Le présent projet de doctorat a donc pour principal objectif d’étudier la
capacité de I'lL-21 a moduler la phagocytose, le recrutement des monocytes, la sécrétion de
métalloprotéases et la sécrétion de cytokines en réponse a l'lL-21. De plus, les voies de
signalisation impliquées dans cette modulation seront déterminées. Plusieurs de ces fonctions,
par exemple la sécrétion de métalloprotéases et la sécrétion de cytokines par les macrophages
sont intimement liées aux dommages observés dans la majorité des maladies inflammatoires
mentionnées précédemment. Ainsi toutes molécules régulant ces fonctions sont susceptibles

d’exacerber ces pathologies.
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Faisant office de pionnier dans ce domaine de recherche, ce projet de doctorat permettra
d’accroitre les connaissances globales de I'impact de I'lL-21 sur la physiologie des monocytes et
des macrophages humains. A terme, elles pourront servir de base dans I'élaboration de nouvelles
stratégies thérapeutiques ou a mieux anticiper les effets d’'une stratégie visant le systeme IL-21/IL-

21 récepteur.

Cette thése est divisée en trois sections. D’abord, la premiére section consiste en une revue de
littérature traitant des principales caractéristiques de I'lL-21 de méme de ses rbéles biologiques
dans les différentes populations de leucocytes. Cette section abordera également I'implication de
cette cytokine dans différentes pathologies en se focalisant sur les maladies inflammatoires et
auto-immunes. Une définition des monocytes et des macrophages humains, incluant une
description sommaire de leurs fonctions, compléete la revue de littérature. La deuxiéme section
présente les trois articles traitant les résultats concernant le réle de I'lL-21 dans la modulation des
fonctions des monocytes et des macrophages humains. La troisiéme et derniére section
comprend une discussion et une conclusion qui permettent de souligner I'apport scientifique des

principaux résultats et de quantifier 'apport scientifique de ce projet de recherche.
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SECTION 1 : SYNTHESE






CHAPITRE 1 : LINTERLEUKINE 21

1.1 Les cytokines utilisant la chaine yc

Lorsque I'organisme subit un stress ou lorsqu’il rencontre un pathogéne, plusieurs mécanismes
de défense sont déployés afin d’orchestrer une réponse, qui ultimement, permettra le retour a
'homéostasie. Afin d’assurer une coordination efficace des actions des différentes cellules
requises dans cette réponse, une panoplie de médiateurs solubles seront sécrétés. lls procurent
ainsi une communication adéquate entre les différents acteurs impliqués. Dans le cas d'une
infection, ces médiateurs solubles participent activement a la mobilisation de la réponse immune
tout en favorisant l'atténuation de la réponse inflammatoire et le retour a 'lhoméostasie une fois

que le pathogene sera éliminé (Medzhitov, 2008).

Les cytokines sont de petites molécules peptidiques sécrétées notamment par les cellules
immunitaires, mais également par d’autres types cellulaires. Elles jouent un réle essentiel en
immunologie en contribuant de maniére significative a la maturation, la prolifération, I'activation et
la survie de nombreux leucocytes. Elles sont regroupées en diverses familles en fonction de leurs
caractéristiques. La famille des cytokines de types | est, entre autres, caractérisée par une
structure composée de quatre hélices-a et regroupe plusieurs interleukines (IL), des facteurs
stimulant les colonies (CSF) de méme que d’autres molécules comme I'érythropoiétine, 'hormone

de croissance et la prolactine (Leonard et al., 2000).

Parmi ce dernier groupe, la famille des cytokines dont le récepteur est dépendant de la chaine yc
est 'une des familles de cytokines les plus importantes en immunologie. Cette famille de cytokines
comprend I'lL-2, -4, -7, -9, -15 et plus récemment I'lL-21. Elles sont connues pour transduire leur
signal par leur liaison a un récepteur (R) hétérodimérique composé d’une chaine a spécifique et
de la chaine yc, a I'exception du récepteur de I'lL-2 et de 'lL-15 qui partage une seconde chaine,
soit I'lL-2RB pouvant ainsi former un récepteur hétérotrimérique. L’ensemble des récepteurs de
ces cytokines, a l'exception de I'lL-2Ra et de I'lL-15Raq, fait partie de la superfamille des récepteurs
de cytokine de classe | (Kaczmarski et al., 1991) dont les particularités seront brievement

abordées dans la section du récepteur de 'lL-21 (figure 1).



IL-2R IL-4R IL-7R IL-9R IL-15R IL-21R

IL-15Ra

IL-21Ra
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IL-4Ra

Figure 1 : Les récepteurs des cytokines dépendantes de la chaine yc. Chacun des récepteurs des
cytokines de cette famille partage la chaine y du récepteur de I'IL-2 (yc) et une chaine a spécifique. L’IL-2
et I'lL-15 partagent une seconde chaine (en plus de la chaine yc) soit la chaine 3 du récepteur de I'lL-2.

Modifiée de (Leonard et al., 2008).

1.2 L’importance de la chaine yc en immunologie

Les cytokines membres de cette famille jouent un réle essentiel dans le développement, la
maturation et I'activation de différentes cellules immunitaires, dont les cellules T, B et NK. Une
altération au niveau de la signalisation cellulaire initi€ée par ces cytokines peut avoir des
répercussions absolument désastreuses (Kovanen et al.,, 2004, Pelletier et al., 2007a). Par
exemple, des mutations survenant dans la portion codante de certains des récepteurs de ces
cytokines ou d’intermédiaires de leurs voies de signalisation sont connues pour étre la cause de
la maladie nommée déficience immunitaire combinée sévére (SCID), popularisée sous
I'appellation de la maladie des enfants bulles (Leonard, 1996, Noguchi et al., 1993). Cette maladie
est caractérisée par le développement d’'un systéme immunitaire inefficace, notamment en raison
des déficits fonctionnels des lymphocytes T et des lymphocytes B, de méme qu’une activité
cytolytique altérée des cellules NK (Leonard, 2001, Pelletier et al., 2007a). Les personnes
atteintes sont contraintes au confinement dans un environnement contrélé et stérile afin de limiter
les contacts potentiels avec des pathogénes, ce qui illustre bien la gravité des conséquences liées
a ce déficit immunitaire. Heureusement, une greffe de moelle osseuse peut rétablir I'efficacité du
systéme immunitaire et ainsi guérir la plupart des personnes atteintes (Kovanen et al., 2004). La

forme la plus répandue de cette maladie survient en réponse a une mutation de la chaine yc située



sur le chromosome X (Kovanen et al., 2004). Chez cette forme de la maladie, 'absence de
réponse a l'lL-7 et I'IL-15, qui nécessitent toutes deux une chaine yc fonctionnelle afin de
permettre la liaison de la cytokine et ainsi transduire le signal, seraient responsables du mauvais
développement des cellules T et des cellules NK, respectivement (Leonard, 2001). Pour les
mémes raisons, 'absence de signalisation induite par I'lL-4 et I'lL-21 contribuerait principalement
aux défaillances observées dans les lymphocytes B des individus atteints de cette maladie (Ozaki
et al., 2002).

1.3 L’Interleukine 21

1.3.1 Caractéristique de I’IL-21

L’IL-21 est le plus récent membre de la famille des cytokines dépendantes de la chaine yc ayant
été découvert. L'IL-21 humaine est une molécule peptidique de 131 acides aminés ayant un poids
moléculaire d’environ 15kDa (Parrish-Novak et al., 2000). Elle présente différentes
caractéristiques communes aux cytokines de type |, tel qu’'une structure en quadruples hélices
dont deux sont orientées vers le haut et deux vers le bas (up,up, down, down) (Parrish-Novak et
al., 2000). Cette structure a été confirmée par spectrométrie (Bondensgaard et al., 2007) et par
cristallographie (Hamming et al., 2012). Elle présente une forte homologie avec I'lL-15, mais
également avec d’autres cytokines membres de famille de cytokine utilisant la chaine yc telles
que I'lL-4 et I'lL-2. Par exemple, elle posséde deux paires de résidus cystéine a des positions
identiques a I'lL-15 dont une est également partagée avec IL-2, I'lL-4 et le GM-CSF. Les génes
de I'lL-21 et de I'lL-2 sont séparés par environ 180 kb et sont situés sur le chromosome 4q26-27
chez 'humain et sur le chromosome 3 chez la souris (Parrish-Novak et al., 2000). L’IL-21 humaine
présente une homologie de 57 % avec son homologue murin (Parrish-Novak et al., 2000). L’hélice
C de I'lL-21 est cruciale dans sa liaison avec I'lL-21R puisqu’une fois cette région stabilisée

I'activité biologique de I'lL-21 est d’environ dix fois supérieures (Bondensgaard et al., 2007).

Suite a la découverte de I'IL-21, une isoforme de cette cytokine (IL-21is,) a été identifiée et
caractérisée (Rahman et al., 2007). Cette isoforme provient d’'un épissage alternatif de 'ARN

messager de I'lL-21 se traduisant par un ajout d’environ 90pb provenant de l'intron 4 au niveau



de la portion C-terminal. Toutefois, étant donné la présence d’un codon Stop dans cet ajout, la
protéine traduite a partir de ce nouveau messager est plus courte de 9 acides aminés. En dépit
de cette différence, I'lL-21is, posséde une activité biologique relativement équivalente a la forme
conventionnelle. Par contre, I'lL-21is, est moins sécrétée que I'lL-21 malgré une transcription
similaire. Elle se retrouve plutdt liée a la membrane plasmique ou elle est en mesure de se lier a
'IL-21R exprimé a la surface des cellules adjacentes et ainsi engendrer ses effets biologiques
(Nara et al., 2013, Rahman et al., 2007). Avec cette découverte, I'ensemble des cytokines
dépendantes de la chaine yc, a I'exception de I'lL-9, posséde au moins une isoforme (Alms et al.,
1996, Atamas et al., 1996, Luzina et al., 2011, Nishimura et al., 2005, Nishimura et al., 2000,
Tsytsikov et al., 1996, Vudattu et al., 2009).

1.3.2 Expression de I'IL-21

Lors de la découverte de I'lL-21, les études montraient une sécrétion restreinte presque
exclusivement aux cellules T CD4+ activées (Parrish-Novak et al., 2000). Désormais, les
différents types cellulaires sécrétant de I'lL-21 se sont précisés, les plus grands producteurs étant
les lymphocytes T auxiliaires folliculaires (T) (Luthje et al., 2012, Tangye et al., 2013), les Thiz
(Korn et al., 2007, Nurieva et al., 2007, Wei et al., 2007, Zhou et al., 2007) et les cellules NKT
activées (Coquet et al., 2007, Harada et al., 2006). Les lymphocytes T CD4+ Ty et Th, de méme
que les lymphocytes T CD8+ peuvent également sécréter de I'lL-21 (Chtanova et al., 2004,
Frohlich et al., 2009, Mittal et al., 2012, Ortega et al., 2009, Wurster et al., 2002). Plus récemment,
il a été rapporté que des cellules d’origine myéloide, telles que les cellules dendritiques (Moret et
al., 2013, Turksma et al., 2013) et les neutrophiles (Thompson et al., 2016) pouvaient également
produire de I'lL-21 sous certaines conditions. Différents stimuli peuvent favoriser la sécrétion d’IL-
21. Par exemple, la stimulation des récepteurs des cellules T (le TCR), la production d’'un influx
de calcium, une stimulation avec le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et l'ionomycin,
l'interféron (IFN) o/, I'lL-6, I'lL-12 et I'lL-21 elles-mémes ménent tous a la sécrétion d’IL-21 (Kim
et al., 2005, Korn et al., 2007, Nurieva et al., 2007, Onoda et al., 2007, Parrish-Novak et al., 2000,
Pesce et al., 2006, Strengell et al., 2004, Yang et al., 2008, Zhou et al., 2007). Les facteurs de
transcriptions « Nuclear factor of activated T-cells » (NFAT), « T box express in T cells « (T-bet),
et «interferon regulatory factor 4 » (IRF4) régulent de I'expression de I'lL-21 (Huber et al., 2008,
Mehta et al., 2005).



1.4 Le récepteur de I'lL-21

1.4.1 Caractéristique de I'lL-21R

Le récepteur de I'lL-21 est un récepteur hétérodimérique composé d’'une chaine spécifique,
dénommeée IL-21Ra ou CD360, et de la chaine yc. L’IL-21Ra a été découvert simultanément par
deux groupes a partir d’'une banque d’ADN génomique et d’'une banque « express sequence tag »
(EST) (Ozaki et al., 2000, Parrish-Novak et al., 2000). Le géne, situé sur le chromosome 16p12
tout juste en aval du géne de I'lL-4Ra, comprend environ 20 kb codants pour 9 exons et 538
acides aminés (Ozaki et al., 2000, Parrish-Novak et al., 2000). Le géne de IL-21Ra s’apparente
davantage a celui de la chaine B du récepteur de I'lL- 2 (27 % homologie) (Ozaki et al., 2000).
Finalement, I'lL-21Ra humain présente une forte homologie de séquence avec son homologue
murin, soit 72 % au niveau de I’ADN et 62 % au niveau de la séquence d’acides aminés (Ozaki et
al., 2000, Parrish-Novak et al., 2000). L'IL-21R fait partie de la famille des récepteurs aux
cytokines de type I. Tout comme les autres membres de cette famille, son domaine extracellulaire
posséde quatre résidus cystéine conserves, un motif WSXWS et deux domaines fibronectine de
type lll. Ces derniers domaines jouent un role essentiel dans la liaison entre I'lL-21 et I'lL-21R
(Hamming et al., 2012). Dans sa partie intracellulaire se trouve une région Box1/Box2 permettant
le recrutement des protéines membres de la famille des tyrosines Janus kinases (Jak) (Leonard
et al., 2000). Comme pour d’autres cytokines de la méme famille, la chaine spécifique est
suffisante afin de permettre la liaison de la cytokine, I'lL-21, au récepteur. Toutefois la présence
de la chaine yc est nécessaire afin de permettre la transduction du signal (Asao et al., 2001, Habib
et al., 2002).

1.4.2 Expression de I'IL-21

L’ARNm de I'lL-21Ra a d’abord été principalement détecté dans les tissus lymphoides tels que la
rate, le thymus et les ganglions lymphatiques, mais également plus faiblement dans les cellules
du sang périphérique, le petit intestin et les poumons (Ozaki et al., 2000, Parrish-Novak et al.,
2000) suggérant ainsi une expression dans les cellules originaires de la lignée lymphoide. Par
conséquent, I'expression de I'lL-21Ra a d’abord été confirmée dans les lymphocytes T CD4+ et
CD8+, les lymphocytes B et les cellules NK (Ozaki et al., 2000, Parrish-Novak et al., 2000).
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Maintenant, certaines études montrent que I'lL-21Ra est exprimé par une panoplie de cellules
immunitaires ou non immunitaires, telles que les cellules dendritiques (DC) (Brandt et al., 2003a),
les monocytes (Pelletier et al., 2004a), les macrophages (Jungel et al., 2004, Pelletier et al.,
2004a, Ruckert et al., 2008), les cellules NKT (Coquet et al., 2007), les kératinocytes (Distler et
al., 2005) et les fibroblastes (Monteleone et al., 2006). Plusieurs lignées cellulaires représentant
ces différents types de cellules expriment également I'lL-21Ra (Jin et al., 2004, Pelletier et al.,
2007a). Ces cellules expriment toutes la chaine yc faisant en sorte qu’elles possédent donc un IL-

21R fonctionnel.

L’activation des différents types cellulaires exprimant I'lL-21Ra peut moduler son niveau
d’expression. Ainsi, dans les lymphocytes T, 'engagement du TCR (Wu et al., 2005), la stimulation
avec un anticorps (Ac) anti-CD3 (Jin et al., 2004, Strengell et al., 2004), la PHA (Ozaki et al.,
2000), le PMA et I'lonomycine (Wu et al., 2005) et I'lL-21 elle-méme (Alves et al., 2005, Zhao et
al., 2013) vont réguler a la hausse I'expression de I'lL-21Ra tandis que I'INFa/B va plutét inhiber
son expression (Strengell et al., 2004). De fagon similaire, la stimulation des lymphocytes B avec
un Ac anti-CD40, le facteur nécrosant des tumeurs (TNF) et le lipopolysaccharide (LPS) accroit
'expression de 'lL-21Ra (Brenne et al., 2002, de Totero et al., 2006, Jin et al., 2004). Dans les
cellules NK, I'expression de I'lL-21Ra est augmentée suivant leur stimulation a I'lL-15 (Jin et al.,
2004). Finalement, dans les cellules NKT, I'expression de 'lL-21Ra est augmentée suivant leur
activation avec un Ac anti-CD3 simultanément avec I'a-galactosylceramide (a-GalCer) (Coquet et
al., 2007).

Peu d’informations sur les différents mécanismes régulant I'expression du géne de I'lL-21Ra sont
disponibles a ce jour. Par contre, des études montrent que la séquence consensus permettant la
liaison du facteur de transcription SP1, situé dans la région de -20 a -80 bp en amont du site
d’initiation de la transcription permet la transcription du géne de I'lL-21Ra dans les cellules T (Wu
et al.,, 2005). L'expression de I'lL-21Ra par une grande variété de cellules suggére un role
primordial de I'lL-21 dans la régulation de différents processus immunitaires et une possible
implication de cette cytokine dans le développement de diverses maladies. Cet aspect de I'lL-21

sera abordé ultérieurement au chapitre 3.



1.5 Voies de signalisations activées par I'lL-21

1.5.1 Lavoie des Jak/STAT

La famille des Janus Kinase (Jak) comprend quatre membres chez les mammiféres : Jakl, Jak2,
Jak3 et la «tyrosine kinase 2» (Tyk2). Elles sont majoritairement exprimées de maniéere
ubiquitaire a I'exception de lI'expression de Jak3 qui est restreinte aux cellules d’origine
hématopoiétique, aux cellules des muscles lisses et aux cellules endothéliales. La famille des Jak
est impliguée dans la signalisation induite par plus d'une cinquantaine de cytokines, dont
I'ensemble des récepteurs des cytokines dépendantes de la chaine yc. Chez ces récepteurs, Jakl
s’associe de maniére constitutive a la chaine spécifique tandis que Jak3 s’associe a la chaine yc.
La liaison de la cytokine a son récepteur permet la dimérisation de celui-ci et entraine I'activation
des Jak suivant leur auto ou leur trans phosphorylation (Leonard et al., 1998, Rane et al., 2000,
Villarino et al., 2017). Le réle de la signalisation des Jak par les cytokines dont le récepteur dépend
de la chaine yc est, encore une fois, montré chez les personnes atteintes du SCID. En effet, les
personnes possédant une mutation «perte de fonction» de Jak3 présentent exactement les
mémes déficiences immunitaires que celle possédant une mutation « perte de fonction » de la
chaine yc, ce qui illustre bien le réle des Jak, particulierement Jak3, dans la signalisation induite
par les cytokines de cette famille (Kovanen et al.,, 2004). L’activation des Jak mene a la
phosphorylation du récepteur ce qui procure un site d’arrimage permettant le recrutement des
protéines membre de la famille des « signal transducer and activator of transcription » (STAT).
Chez les mammiféres dix membres ont été identifiés : STAT1a, STAT1B, STAT2, STAT3q,
STAT3B, STAT4a, STAT4B, STAT5a, STAT5b et STAT6 (Rane et al.,, 2000). Une fois bien
arrimées au récepteur, les STAT sont phosphorylées a leur tour permettant ainsi leur homo ou
hétérodimérisation. La dimérisation des STAT permet leur translocation au noyau ou elles
agissent en tant que facteur de transcription des genes cibles en se liant a 'ADN (figure 2)
(Leonard et al., 1998, Rane et al., 2000, Villarino et al., 2017).

Tel que mentionné précédemment, la transduction d’'un signal intra cytoplasmique suivant la
liaison de I'IL-21 a son récepteur n’est possible que si I'lL-21Ra se dimérise avec la chaine yc,
bien que I'lL-21Ra soit capable de se lier a I'IlL-21 en absence de la chaine yc (Asao et al., 2001,
Habib et al., 2002, Ozaki et al., 2000). La liaison de I'lL-21 & son récepteur méne a I'activation

rapide de Jak1 et Jak3. L’activation des Jak permet le recrutement et I'activation subséquente des
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STAT principalement STAT3 et STAT1, mais également STAT5 (a et b) quoique plus faiblement
(Asao et al., 2001, Brenne et al., 2002, de Totero et al., 2006, Gagnon et al., 2007, Habib et al.,
2002, Konforte et al., 2006, Ozaki et al., 2000, Rahman et al., 2007, Strengell et al., 2004, Strengell
et al., 2003, Strengell et al., 2002, Wendt et al., 2007, Zeng et al., 2007). L’activation de STAT4 a
aussi été rapportée, bien que les résultats soient parfois contradictoires (Monteleone et al., 2005,
Strengell et al., 2003, Wurster et al.,, 2002). La tyrosine 510 retrouvée dans le domaine
intracellulaire de I'lL-21Ra est essentielle pour I'activation des STAT. Cette tyrosine servirait de
site d’arrimage pour STAT1 et STAT3 (Zeng et al., 2007). Le rble de l'activation de STAT3 en
réponse a 'IL-21 a, entre autres, été décrit chez les patients ayant une mutation qui inactive
STAT3. Par conséquent, les lymphocytes B naifs de ces patients ne parviennent pas a se
différencier en plasmocytes sécréteurs d’Ac suivant la stimulation a I'lL-21, ce qui perturbe leur

capacité a monter une réponse immunitaire humorale (Avery et al., 2010).

1.5.2 La famille des SOCS

La famille des « supressor of cytokine signalling » (SOCS) comprend huit membres : « Cytokine-
inductible SH2-containing protein » (CIS), SOCS1-SOCS?7. Elle permet d’atténuer les réponses
cellulaires suivant leur activation par des cytokines par un effet d’'une boucle de rétroaction
négative. Ainsi, plusieurs cytokines permettent la transcription de différents membres de cette
famille. Elles sont des régulateurs majeurs de la voie Jak-STAT. Les SOCS agissent en tant
qu’ubiquitine ligase dirigeant ainsi leur cible vers une dégradation protéique par le protéasome.
De plus, elles peuvent directement inhiber les Jak en agissant a titre de pseudosubstrat, ce qui
limite leur capacité a activer les STAT. Elles régulent donc efficacement la réponse immune
(Yoshimura et al., 2007). Dans différentes cellules, I'lL-21 régule I'expression de SOCS1, SOCS2
et SOCS3 (Gagnon et al., 2007, Marijnissen et al., 2014, Qin et al., 2009, Rickert et al., 2008,
Strengell et al., 2006). Ainsi, I'expression de ces SOCS en réponse a I'lL-21 et I'lL-15 joue un role
dans la maturation des cellules dendritiques (Strengell et al., 2006) et dans la réponse des

lymphocytes T CD8+, respectivement (Gagnon et al., 2007).
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1.5.3 La voie des MAPK

La famille des «mitogen activated protein kinase » (MAPK) comprend 14 membres chez les
mammiféres et peut étre subdivisée en trois groupes, celui des « extracellular signal-regulated
protein kinases » (ERK), celui des p38 MAP kinase et celui des c-Jun NHz-terminal kinases (JNK).
Elles ont toute la particularité d’étre activées par une double phosphorylation dans un motif
composé Thr-Xaa-Tyr ou Xaa représente Glu, Gly et Pro pour les ERK, p38 et JNK
respectivement. Elles sont toutes activées par des MAPK kinase (MKK) qui elles le sont par des
MKK kinase (MKKK). Chaque MAPK possede une ou plusieurs MKK et MKKK spécifiques. Par
exemple la MAPK ERK est activée par les MKK1 et MKK2. La voie des MAPK est majoritaire
activée par les protéines G de différentes familles telles que les Ras et les Rho. Les MAPK
régulent différentes fonctions cellulaires comme la prolifération, la survie, la différenciation, la
maturation et la production de cytokines par une trés grande variété de cellules (Dong et al., 2002,
Pearson et al., 2001).

En plus de la voie Jak-STAT, I'lL-21 active aussi la voie des MAPK en commencant par la protéine
adaptatrice Shc qui initie la cascade des MAPK (figure 2) (Zeng et al., 2007). Conséquemment,
une activation de ERK 1/2, p38 et INK ont été rapportées dans différents types cellulaires incluant
les lymphocytes, les monocytes et les cellules épithéliales de I'intestin suivant leur stimulation a
l'IL-21 (Brenne et al., 2002, Caruso et al., 2007b, Fuqua et al., 2008, Pelletier et al., 2004a).
L’activation des MAPK par I'lL-21 a été liée a la prolifération cellulaire et a la sécrétion de cytokines
(Fuqua et al., 2008, Zeng et al., 2007).

1.5.4 La voie de la PI3K/Akt

Les «phophoinositide 3 kinase» (PI3K) sont des kinases permettant, entre autres, la
transformation du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3-4,5-
trisphosphate (PIP3). Plusieurs isoformes sont exprimées chez les mammiféeres et elles sont
regroupées en 3 classes. La formation de PIP3 par les PI3K participe a la régulation de plusieurs
fonctions cellulaires, dont la phagocytose, le trafic vésiculaire, 'autophagie et la sécrétion de

cytokines. Les PI3K peuvent étre activées de différentes fagcons dont par les récepteurs tyrosine
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kinase (RTK), les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) et les « Toll like-receptor » (TLR)
(Okkenhaug, 2013, Vergadi et al., 2017). La présence de PIP3 a la membrane permet le
recrutement et I'activation de la protéine kinase B (PKB ou Akt). L’activation d’Akt est liee au
métabolisme, la prolifération et la survie cellulaire lui conférant ainsi un roéle central dans le
développement de différentes pathologies telles que le cancer et les maladies auto-immunes (Oak
et al., 2007, Okkenhaug, 2013). Dans les lymphocytes B, I'activation de la voie de la PI3K/Akt par
I'IL-21 est liée a la prolifération et la régulation a la hausse de I'expression du CD86 a leur surface
(Attridge et al., 2014, Zeng et al., 2007).

—————————————
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Figure 2: Les principales voies de signalisation activées par I'lL-21. La liaison de I'IlL-21 & son
récepteur permet I'activation de Jak1 et Jak3, qui une fois activées vont permettre la phosphorylation de
STAT1, STAT3 et STATS. L'activation des STAT entraine leur dimérisation et leur translocation vers le
noyau. De plus, la voie des MAPK et celle de la PI3K sont également activées par I'lL-21. Chacune de ces
voies régule la transcription des différents génes cibles de I'lL-21.

Modifiée de (Spolski et al., 2014).
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Les voies de signalisation activées par I'lL-21 menent & la régulation de nombreux génes cibles
dont la transcription de ceux codant pour le granzyme A (Gzma), le granzyme B (Gzmb), le B-
lymphocyte induced maturation protein 1 (Blimp-1), le B-cell lymphoma 6 (Bcl-6), SOCS1,
SOCS3, 'Eomesodermin (Eomes), l'Interferon-y (IFN-y), Jak3, I'lL-21 et I'IL-21R (figure 2)
(Gagnon et al., 2007, Kwon et al., 2009, Ozaki et al., 2004, Strengell et al., 2004, Strengell et al.,
2003, Zeng et al., 2007). Plusieurs de ces génes répondant a I'lL-21 sont liés aux fonctions
effectrices ou au programme de différenciation de divers types cellulaires, ce qui montre que I'lL-
21 peut jouer des rdles variés dans plusieurs aspects de la biologie des cellules exprimant son

récepteur. Ses effets sur les différents leucocytes seront abordés au chapitre 2.

1.6 Modification génétique de la signalisation a I'lL-21chez la souris

1.6.1 Souris KO pour I’IL-21 et son récepteur

Les souris génétiguement modifi€ées pour ne pas exprimer I'lL-21Ra (IL-21Ra”) ou I'lL-21 (IL-21
) sont viables, fertiles et ne présentent aucune altération au niveau morphologique ou au niveau
de la susceptibilité aux maladies en condition homéostatiques lorsqu’elles sont comparées aux
souris sauvages (Fina et al., 2008, Frohlich et al., 2007, Kasaian et al., 2002, Ozaki et al., 2002,
Shang et al., 2006). Etant donné que le nombre de leurs cellules sanguines tels que les
érythrocytes, les lymphocytes, les monocytes, les cellules NK et les granulocytes sont normaux,
I'lL-21 ne semble pas jouer un réle dans I'hnématopoiese (Frohlich et al., 2007, Kasaian et al.,
2002, Ozaki et al., 2002). De plus, aucunes différences significatives relativement aux phénotypes
des populations lymphoides et myéloides retrouvées dans différents organes tels le thymus, la
rate et les ganglions lymphatiques n’est observée entre les souris IL-21Ra” et les souris
sauvages. Les souris déficientes pour la signalisation a I'lL-21 présentent, malgré tout, des
différences au niveau des immunoglobulines (lg) retrouvées dans le sérum. Une surabondance
d’IgE et un déficit des isotypes IgG: et IgG2, est observée chez les souris IL-21Ra” et IL-217
(Fina et al., 2008, Frohlich et al., 2007, Kasaian et al., 2002, Ozaki et al., 2002, Shang et al.,
2006). De surcroit, cette discordance au niveau des IgG et des IgE spécifiques a I'antigéne dans
le sérum est maintenue entre les souris IL-21Ra™ et les souris sauvages suivant une immunisation

a 'ovalbumine ou a la KLH (keyhole limpet haemocyanin) (Ozaki et al., 2002, Shang et al., 2006).
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De plus, chez les souris IL-21Ra’ la formation des centres germinaux est inadéquate en réponse
a certaines infections virales (Bessa et al., 2010). Malgré que les souris IL-21Ra” présentent des
nombres normaux de lymphocytes CD8+ cytotoxiques (CTL) et CD8+ mémaoires, leurs réponses
antigéne-spécifique primaire et secondaire sont grandement réduites par rapport au souris
sauvages et ce, dans différents modéles d’infection virale (Barker et al., 2010, Zeng et al., 2005).
La phase d’expansion défectueuse des lymphocytes mémoires explique, en partie, la réponse
secondaire altérée et non pas une défaillance intrinséque des fonctions des lymphocytes
mémoires en soi puisque I'expression de leurs marqueurs de surface de méme que leur sécrétion
de cytokines sont intactes lorsque comparées a celles provenant des souris sauvages (Barker et
al., 2010).

1.6.2 Souris surexprimant I'lL-21

Les souris transgéniques surexprimant I'lL-21 murine montrent des retards de croissance
séveres, possédant la moitié de la taille et du poids des souris sauvages, et meurent avant
d’atteindre leur maturité sexuelle (Allard et al., 2007, Ozaki et al., 2004). Elles souffriraient d’'une
hématopoiése altérée menant & une accumulation de cellules myéloides et une réduction
marquée de I'érythropoiése, ce qui provoquerait, ultimement, leur déces (Allard et al., 2007). La
surexpression élevée de I'lL-21 humaine chez les souris transgéniques entraine la méme fatalité
que son homologue murin, alors qu’une surexpression a des niveaux plus modérés permet la
survie des individus et ainsi I'étude de I'effet d’'une surexpression de I'lL-21 (Ozaki et al., 2004).
Egalement, l'injection d’un plasmide codant pour I'lL-21 humaine directement dans la circulation
sanguine, une technigue nommeée transfection hydrodynamique, permet la surexpression
transitoire de I'lL-21 chez des souris adultes (Ozaki et al., 2004, Wang et al., 2004). En utilisant
ces deux derniers modéles, Ozaki et al. (2004) ont montré que la surexpression de IL-21 entraine
une augmentation de la taille de la rate, mais qui n’affecte pas la formation, ni des follicules, ni
celle de la zone marginale de la rate. Elle y cause tout de méme une accumulation de lymphocytes
B immatures et de plasmocytes sécrétant des Ac de classe isotypique 1gG. De plus, la rate de ces
souris posseéde davantage de lymphocytes T (CD3*), principalement des lymphocytes CD8+, des
cellules myélomonocytiques CD11b* et un nombre réduit de cellules NK (Wang et al., 2003). Dans
une autre étude, une hausse des cellules souches/progénitrices hématopoiétiques (Sca-1%),

majoritairement des cellules progénitrices CFU-GM, mais également les cellules souches KSL a
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été observée dans la rate et la moelle osseuse (Ozaki et al., 2006). Finalement, une augmentation
marquée de la population lymphocytes CD8+ mémoires (CD44", Ly6", CD122", CD62L"), une
faible augmentation de la population de lymphocytes CD4+ mémoires (CD44", CD45Rb") sont
également rapportées dans les organes lymphoides secondaires chez les souris surexprimant
I'IL-21 murine avant qu’elles ne décédent (de 3 a 6 semaines). Ainsi, la surexpression de I'lL-21
favoriserait 'accroissement de la population CD8+ mémoire au détriment de la population CD8+
naive (Allard et al., 2007).

Tableau 1 : Phénotypes des souris génétiquement modifiées pour la signalisation a I'IL-21.

Mutation Phénotype Références
Souris IL-21 Ra’  Cycle de vie normal sans différences Kasaian (2002)
morphologiques Ozaki (2002)
Populations leucocytaires normales Zeng (2005)
1 1gG 1 IgE sériques Bessa (2010)

Altération de la réponse spécifique
Altération de la mémoire immunologique
Souris IL-21" Cycle de vie normal Shang (2006)
Populations leucocytaires normales Fina (2008)
1 19G 1 IgE sériques
Altération de la réponse spécifique

Tg IL-21 murine Retard de croissance majeur Ozaki (2004, 2006)
Déces avant maturité sexuelle Wang (2003, 2004)
Hématopoiése altérée Allard (2007)
1 lymphocytes T mémoires avant le déces

Tg IL-21humaine  Augmentation taille de la rate Ozaki (2004, 2006)
Accumulation de lymphocytes B a la rate Wang (2004)

1 1gG sériques
Augmentation # cellules souches Sca-1+

La génération de souris déficientes pour I'lL-21Ra et en IL-21 a contribué a définir le role
biologique de I'lL-21 et mettre en lumiére I'implication de I'lL-21 le développement de plusieurs
maladies. Un résumé des phénotypes observés chez les souris génétiguement modifiées est
présenté au tableau 1. Les résultats de ces études seront abordés plus en profondeur au
chapitre 2 dans les sections spécifiques portant sur I'effet direct de I'IlL-21 sur les différents
leucocytes et au chapitre 3 ou I'implication de I'lL-21 dans différentes maladies inflammatoires est

décrite plus en détail.
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1.6.3 Perte de fonction de I'lL-21 et I'lL-21R chez I’humain

L’identification de mutation dans le géne de 'lL-21R et celui de I'lL-21 chez des patients souffrant
du syndrome d’immunodéficience primaire a permis de mettre en évidence I'importance de la
signalisation induite par I'lL-21 dans la formation d’un systéme immunitaire efficace (Erman et al.,
2015, Kotlarz et al., 2013, Salzer et al., 2014, Stepensky et al., 2015). La majorité de ces patients
souffraient de symptémes ressemblant a ceux des maladies inflammatoires de lintestin (Mil),
notamment de la diarrhée chronique et d’'une plus grande susceptibilité a diverses infections, par
exemple Pneumocytis jirovecii et Cryptosporidum spp. (Erman et al., 2015, Kotlarz et al., 2013,
Salzer et al., 2014, Stepensky et al., 2015). Cette plus grande susceptibilité aux infections est
reflétée par la présence d’otite chronique, de nombreux épisodes d’abcés buccaux, de méme que
de fréquentes pneumonies. Différentes pathologies du foie telles que I'hépatomégalie, la
cholangite et la cirrhose étaient également observées, mais uniquement chez les individus
infectés par Cryptosporidum spp, suggérant qu’elle découle davantage de l'infection que du déficit
de signalisation par l'lL-21. Les désordres immunologiques observés chez ces individus
comprennent notamment une réponse humorale altérée comme en témoigne une diminution du
niveau d’'lgG et d’IgA accompagnés par un niveau accru d’IgE circulant dans leur sang (Erman et
al., 2015, Kotlarz et al., 2013, Salzer et al., 2014, Stepensky et al., 2015). Une diminution du
nombre de lymphocytes B mémoires et de lymphocytes ayant effectués un changement de classe
isotypique explique les anormalités du profil d’Ac retrouvé chez les individus malades. Egalement,
plusieurs individus possédaient des taux réduits de lymphocytes T mémoires et de cellules NK ce
qui diminuait grandement leur défense face aux pathogenes (Erman et al., 2015, Kotlarz et al.,
2013, Stepensky et al., 2015). Peu de patients ont survécu, le décés survenant t6t dans I'enfance
suite aux complications des infections ou des traitements. De plus, plusieurs fréres et sceurs de
ces patients sont également décédés des suites de maladies ayant des symptébmes similaires
sans toutefois avoir subi un diagnostic génotypique permettant d’identifier la mutation dans le
géne de I'lL-21 ou celui de I'lL-21R. Prenant en considération ces décés supplémentaires, le
pronostiques des personnes atteintes est trés mauvais, avec un taux de mortalité avoisinant les
70 %. Les données recueillies auprés de ces patients permettent de mettre en lumiere un réle non
redondant de I'lL-21 dans le développement du systéme immunitaire. Les principaux phénotypes

associés a ces mutations répertoriées chez I'humain sont présentés au tableau 2.
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Tableau 2 : Phénotypes d’une perte de fonction en signalisation a I’'IL-21 chez I’humain.

Mutation

Phénotype

Références

IL-21R

IL-21

Symptémes liés au Ml

1 susceptibilité aux infections
Pathologie du foie

1 1gG et IgA, 1 IgE sériques
Déces

Symptdémes liés au M|

1 susceptibilité aux infections
1 1gG, 1 IgE sériques

Kotlarz (2013)
Erman (2015)
Stepensky
(2015)

Salzer (2014)
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CHAPITRE 2 : EFFET DE L’IL-21 SUR LES LEUCOCYTES

2.1 Cellules d’origine myéloide

2.1.1 Monocytes

Les monocytes humains isolés du sang périphérique expriment la protéine et TARNm de I'lL-21Ra
a des niveaux variables (Pelletier et al., 2004a, Strengell et al., 2006). En réponse a I'lL-21, ils
sécretent de nombreuses cytokines telles que de I'lL-1,-2, -7, -8, -15, de I'lFN-y, du TGF- et de
« Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted » (RANTES) (Fuqua et al.,
2008), quoique des résultats différents pour la sécrétion d’IL-8 sont rapportés (Pelletier et al.,
2004a). La différence au niveau de la sécrétion d’IL-8 obtenue pourrait étre expliquée par les
conditions expérimentales différentes entre les deux études. De plus, la lignée monocytique U937
répond de la manieére similaire aux monocytes primaires a I'exception qu’'une absence de
sécrétion d’'IFN-y y est observée (Fuqua et al., 2008). La stimulation des monocytes primaire et
des U937 a I'lL-21 mene a la phosphorylation rapide de ERK 1/2. De plus, la sécrétion de
cytokines se fait de maniére dépendante de I'activation de ERK puisque I'utilisation d’'un Ac anti-
IL-21 et d’un inhibiteur de ERK renverse a la fois la phosphorylation de ERK et la production de
cytokines observées en réponse a I'lL-21 (Fuqua et al., 2008). Finalement, dans un modéle de
rejet de greffe chez le rat, un accroissement du nhombre de monocytes intravasculaires exprimant
I'lL-21Ra est retrouvé dans les vaisseaux sanguins du rein des allogreffes. Cela suggére un réle
potentiel de ces monocytes et de I'lL-21 dans le rejet du greffon (Hecker et al., 2009). La littérature
portant sur effet de I'lL-21 sur les monocytes demeure limitée. Toutefois, le peu d’études ayant
investigué le réle de I'lL-21 dans la biologie des monocytes révéle une avenue de recherche qui

gagnerait a étre davantage explorée.

2.1.2 Macrophages

Le réle de I'lL-21 dans la biologie des macrophages a été étudié plus tardivement, puisque les
premieres études montraient que les tissus myéloides n’exprimaient pas I'lL-21Ra. Toutefois, au

fil du temps, de plus en plus d’études ont montré que I'lL-21 pourrait étre en mesure de moduler
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différentes fonctions des macrophages (Jungel et al., 2004, Park-Min et al., 2005, Pelletier et al.,
20044, Pesce et al., 2006, Riickert et al., 2008). Ainsi, 'expression de la protéine et de TARNm
de I'lL-21Ra a été rapportée dans les MDMH, les macrophages synoviaux de patients atteints
d’AR de méme que dans les macrophages murins de différentes origines (Jungel et al., 2004,
Park-Min et al., 2005, Pelletier et al., 2004a, Pesce et al., 2006, Rickert et al., 2008). Dans le
modéle murin de la poche d’air, I'lL-21 augmente le recrutement des leucocytes totaux et plus
particulierement celui des macrophages (Pelletier et al.,, 2004a). L’IL-21 ne modifie ni la
morphologie des macrophages telle que leur taille et leur granulosité, ni 'expression du marqueur
de maturation F4/80 (Rickert et al., 2008, Williams et al., 2010). Elle peut tout de méme agir
comme facteur de survie en augmentant I'expression de p21"2™ et de p27¢P!, deux inhibiteurs de
kinases dépendantes des cyclines (Rickert et al., 2008). De plus, I'lL-21 renverse I'apoptose
induite par le LPS (Li et al., 2013). Egalement, I'lL-21 accroit & la fois la capacité des macrophages
a effectuer 'endocytose et leurs activités protéolytiques (Rtckert et al., 2008) suggérant que I'lL-
21 pourrait favoriser I'élimination de certains pathogénes. De plus, elle augmente leur capacité de
présentation antigénique permettant ainsi de stimuler la prolifération des lymphocytes T CD4+.
Une augmentation de I'expression de CD80 et CD86 pourrait jouer un rdle dans cette modulation.
Finalement, la sécrétion d’'IL-8 et I'expression de TARNm de la métalloprotéase de la matrice
(MMP) -12 des macrophages est stimulée en réponse a I'lL-21 (Pelletier et al., 2004a) et (Ruckert
et al., 2008).

Peu d’informations sont disponibles concernant les voies de signalisation activées par I'lL-21 dans
les macrophages. Elle permet I'activation de ERK 1/2, la translocation du facteur nucléaire kB
(NFkB) au noyau et augmente I'expression de SOCS-2 et SOCS-3 (Li et al., 2013, Riickert et al.,
2008). Toutefois, lorsque les macrophages sont traités a la fois par le LPS et I'lL-21, I'lL-21 réduit
la signalisation induite par le LPS en renversant I'activation de ERK et celle de NFkB. L’ensemble
de ces résultats montre que I'lL-21 peut moduler de fagon significative la biologie des

macrophages.

L’IL-21 peut également moduler le niveau et le type d’activation des macrophages. En effet, la
stimulation a I'lL-21 des macrophages murins dérivés de la moelle osseuse (MDMO) ou celle des
macrophages alvéolaires (AM) murins favorise I'activation alternative des macrophages tels qu’en
témoigne la transcription accrue de différents marqueurs tels que I'arginase 1 (Argl), «found in

imflammatory zone » (FIZZ1) et « C-C motif ligand 12 (CCL12). De plus, une augmentation de

20



I'activité arginase totale est également observée en réponse a 'lL-21 (Hashimoto-Kataoka et al.,
2015, Pesce et al., 2006, Ruckert et al., 2008). En outre, I'lL-21 inhibe la sécrétion de TNF, d’IL-
6 et d’IL-1B induite par le LPS, un puissant agent menant a l'activation classique des
macrophages. (Li et al., 2013). L’IL-21 accroit également I'expression de I'lL-4Ra et celle de I'lL-
13Ras a leur surface, ce qui amplifie la réponse des macrophages a ces deux cytokines connues
pour favoriser leur activation alternative. Ainsi, le prétraitement a I'lL-21 des macrophages
potentialise la réponse a I'lL-4 et I'lL-13 ce qui se traduit par une nette augmentation de la
transcription de Arg1, FIZZ1 et de I'activité arginase totale (Pesce et al., 2006). Par conséquent,
l'activation alternative des macrophages par I'lL-21 a des implications dans différentes
pathologies telles que I'hypertension artérielle pulmonaire et la réponse face a différents
pathogénes tels que Schistosoma mansoni (Hashimoto-Kataoka et al., 2015, Pesce et al., 2006).
En somme, ces données montrent que I'lL-21 pourrait contribuer a I'activation alternative des

macrophages par les cytokines de type Th2 (Pesce et al., 2006).

D’un autre coté, I'lL-21 diminue I'expression de différents marqueurs de I'activation alternative des
macrophages, tels que la CCL17, le TGF-B, le VEFG et la CCL2 dans les macrophages associés
aux tumeurs (MAT) (Xu et al., 2015). Des résultats similaires ont été obtenus dans les MDMO ou
une diminution de I'expression de I'lL-10 et VEGF ainsi que dans les macrophages péritonéaux
ou une diminution de I'expression de I'lL-10, CCL17, VEGF et TGF-3 est observée. De plus, le
prétraitement des macrophages a I'lL-21 potentialise la réponse au LPS en augmentant
I'expression du TNF et de I'lL-6 qui sont tous deux considérés comme étant des marqueurs de
I'activation classique des macrophages (Xu et al., 2015). Finalement, la modulation des MAT par
I'lL-21 permet de réduire significativement la taille des tumeurs dans un modéle de cancer du sein
métastatique (Xu et al., 2015). Ces résultats a premiere vue contradictoires montrent la tres
grande plasticité des macrophages et soulignent a quel point leur état d’activation est un
processus complexe qui peut étre finement régulé selon les besoins de la situation. De plus, ils
sont en accord avec la nouvelle ligne de pensée ou I'état d’activation des macrophages ne peut
étre réduit a une dichotomie entre activation classique et activation alternative, mais comporterait
plutdét un plus large spectre de possibilité, pouvant regrouper des marqueurs de chacun des
différents états (Mosser et al., 2008). Cet aspect de la biologie des macrophages sera abordé plus

en détail au chapitre 4.
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2.1.3 Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) forment une famille de cellules partageant des caractéristiques
semblables qui peuplent les différents organes du corps. Elles y jouent un réle de surveillance et
sont en mesure de déceler autant les dommages aux tissus que la présence d’agents pathogenes.
Les DC possédent une capacité accrue a capturer, a phagocyter, a appréter (processing) et a
présenter autant les antigénes provenant de I'environnement (incluant ceux qui sont issus de
pathogénes) que ceux provenant des cellules de I'héte. De ce fait, les DC participent activement
a limmunité acquise en contribuant significativement a [l'activation des lymphocytes T,
principalement en migrant dans les organes lymphoides secondaires ou elles y présenteront les
antigénes qu’elles auront apprétés. De plus, en présentant des antigénes du soi (issus des
cellules de I'héte), les DC contribuent a la tolérance immunologique (Merad et al., 2013, Steinman,
1991). Il est pertinent de souligner que selon leur phénotype (notamment le type de marqueurs
exprimés a leur surface) et leur localisation tissulaire, les DC seront nommeées de maniere
différente et posséderont des rdles et fonctions spécifiques a chacun de ces sous-types. De plus,
les DC peuvent étre obtenues in vitro a partir de différents précurseurs étendant davantage le
nombre de sous-types de DC pouvant étre étudié. Par exemple, parmi les DC se retrouvent les
cellules de Langerhans, les DC conventionnelles (cDC), les DC plasmacytoides (pDC), les DC
dérivées de la moelle osseuse (BMDC) et les DC dérivées des monocytes (MO-DC) (Shortman
et al., 2002). De plus, la plupart de ces sous-types peuvent étre retrouvés a I'état immature ou
activé ce qui amplifie I'étendue de leurs fonctions et de leur réponse face a différents stimuli, telle
que la stimulation a I'lL-21. Comme pour les autres cellules d’origine myéloide, la littérature
concernant l'effet de I'lL-21 sur les DC est également limitée quoique plus étoffée que pour les

monocytes et les macrophages.

D’abord, I'lL-21 induit I'apoptose des cDC de maniéres dépendante de I'expression de 'IL-21R,
de l'activation de STAT3 et de I'expression de « Bcl-2 Interacting Mediator of cell death » (BIM)
(Wan et al., 2013). Cette apoptose peut étre renversée par la stimulation au GM-CSF et ceci de
maniére dépendante de I'activation de STAT5. Conséquemment, la stimulation in vivo des cellules
NKT par l'injection d’a-GalCer, entrainant ainsi une élévation des niveaux d’'IL-21 sériques, mene
a une diminution du nombre de cDC issues de la rate (Wan et al., 2013). Il semble que les
mécanismes menant a I'apoptose des cDC in vivo soient similaires a ceux identifiés in vitro

puisque l'utilisation de différentes souris KO a permis d’identifier un rdle capital de 'expression de
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'lL-21R et BIM dans la mort de ces cDC. Toutefois, I'lL-21 ne modifie pas la morphologie et
n’induit pas I'apoptose des BMDC (Brandt et al., 2003a), ni celle des pDC en réponse a I'activation
par les TLRs (7 et 9) (Karrich et al., 2013). Somme toute, la nécessité de bien réguler la survie
des DC est montrée chez les souris ayant des DC apoptose-résistante qui développent davantage
de maladies auto-immunes systémiques (Wan et al., 2013). Ainsi, I'lL-21 pourrait contribuer au
maintien d’'un niveau optimal de cDC présent dans un organisme en régulant 'apoptose de ces

derniéres.

Les DC présentent les antigénes qu’elle rencontre aux autres cellules, principalement les
lymphocytes T, ce qui engendre leur activation subséquente. Pour ce faire, I'expression de
différentes molécules de présentation antigénique telles que le CMH de classe Il et les molécules
de costimulation CD80 et CD86 ou bien celles de certains récepteurs nécessaires a la migration
des DC, par exemple CCR7, est augmenté une fois I'antigéne capturé et apprété. Les DC passent
ainsi d’'un état immature a un état mature (Alloatti et al., 2016, McColl, 2002). La différenciation
des DC en présence d’IL-21 ou la stimulation de DC différenciée a I'lL-21 les contraint a un
phénotype immature comme en témoigne leur capacité d’endocytose accrue (Ansen et al., 2008,
Brandt et al., 2003a), une faible expression de molécule du CMH de classell et du
récepteur CCRY7 ainsi qu’une plus forte expression du récepteur CCR5 (Brandt et al., 2003a). De
plus, les BMDC différenciées en présence d’IL-21 conservent leur phénotype immature (faible
expression de CD80, CD86 et CMH Il) malgré une sensibilisation a I'antigéne isothiocyanate de
fluorescéine (FITC) ou une stimulation au LPS, un puissant agent activateur des DC (Brandt et
al., 2003a). De plus, la maturation des MO-DC suivant la stimulation au LPS est également inhibée
dans les cellules prétraitées a I'lL-21 (Strengell et al., 2006). Ces résultats suggerent que I'lL-21
bloque la maturation d’'une grande variété de DC a un phénotype immature. Ainsi, les DC traitées
a I'lL-21 peinent a remplir leur fonction de présentation antigénique et par conséquent a stimuler
la prolifération dépendante de I'antigéne adéquate des lymphocytes T et ce, autant in vitro qu’in
vivo (Brandt et al., 2003a, Brandt et al.,, 2003b). Par exemple, dans un modéle murin
d’hypersensibilité de contact (HSC), le transfert adoptif de DC différenciées en présence d’'IL-21
ne parvient pas a reproduire les symptdmes associés a I'HSC retrouvés chez les souris témoins,
tel qu’une enflure au niveau de l'oreille, ce qui supporte la perte de capacité de ces DC a initier
une réponse des lymphocytes T (Brandt et al., 2003a, Brandt et al., 2003b). De plus, les MO-DC
stimulées a I'lL-21 ont une capacité réduite a stimuler 'expansion des lymphocytes T suggérant

une altération de la présentation antigénique, notamment la diminution de I'expression des
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molécules de costimulation (CD80, CD83 et CD86) ce qui est compatible avec une inhibition de
la maturation des DC par I'lL-21 (Ansen et al., 2008).

D’un autre c6té, dans un modele murin de diabéte, les DC issues de la rate et du pancréas des
souris IL-21Ra’ expriment plus faiblement le CMH de type |l et le CD86 que les souris sauvages
diminuant la présentation antigénique dans les ganglions lymphatiques associés a ces organes
(Van Belle et al., 2012). De plus, le transport de I'antigéne ovalbumine-FITC (OVA-FITC) de
l'organe aux ganglions lymphatiques est également diminué suggérant que [I'IL-21R est
nécessaire non seulement pour la maturation des DC, mais également pour leur migration vers
les ganglions lymphatiques ou se déroule majoritairement la présentation antigénique aux
lymphocytes T (Jin et al.,, 2009, Van Belle et al., 2012). La diminution de la présentation
antigénique ne provient pas d’une capacité réduite a capturer I'antigéne des DC IL-21Ra” puisque
leur capacité d’endocytose n’est pas affectée. De plus la fréquence, la fraction et le nombre absolu
des différents sous-types de DC présentes dans les différents organes sont modifiée chez les
souris IL-21Ra™. Par exemple, davantage de DC myéloides et de DC CD8a+ étaient retrouvées
dans la rate des souris IL-21Ra”, tandis que les niveaux de pDC demeuraient les mémes (Van
Belle et al., 2012), suggérant ainsi que I'expression du récepteur de I'lL-21 est nécessaire pour la
bonne représentation des différents types de DC aux organes. Toutefois, dans la peau, la
répartition des différents sous-types (pDC, mDC et cellules de Langerhans) n’est pas affectée
chez les souris IL-21Ra” (Jin et al., 2009). De plus, le prétraitement des DC a I'lL-21 avant le
chargement « loading » de I'antigéne a-GalCer procure une meilleure activation des cellules NKT
comme montrée par un accroissement de la sécrétion d’IFN-y par les splénocytes (Maeda et al.,
2007). De surcroit, lorsque ces mémes DC sont injectées chez la souris ou que de I'lL-21 est
injecté préalablement a I'a-GalCer, le niveau sérique d’'IFN-y augmente également suggérant un
réle de I'lL-21 dans linteraction entre les DC et les cellules NKT in vivo (Maeda et al., 2007). A la
lumiére de ces résultats, il semble que I'lL-21 soit un modulateur de la présentation antigénique
et de la localisation des DC. Toutefois, plusieurs facteurs encore méconnus influencent I'effet de
cette cytokine qui parfois semble délétere alors que d’autres fois elle semble favorable a la
présentation antigénique. Ceci souligne la nécessité de continuer I'effort de recherche afin de

mieux discerner les mécanismes impliqués dans la modulation des fonctions des DC par I'lL-21.

Le LPS est un facteur majeur de maturation et d’activation des DC. Ainsi, la sécrétion d’'une

grande variété de cytokines est observée suivant la stimulation de ces cellules au LPS. Toutefois,
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le prétraitement, la stimulation ou la différenciation en présence d’IL-21 des DC modifie de fagon
significative leur profil de cytokines exprimées ou sécrétées en réponse au LPS. Ainsi, dans les
BMDC, les MO-DC et les BMDC différenciées en présence d’'IL-21, la stimulation a IL-21 inhibe
la sécrétion de différentes cytokines inflammatoires (IL-18, IL-21, TNF, IL-6, CCL5, CXCL10, IL-
12) en réponse au LPS ou au le ligand de CD40 (CD40L) (Brandt et al., 2003a, Maeda et al.,
2007, Strengell et al., 2006). Egalement, il semble que le role modulateur de I'lL-21 sur la
maturation et I'activation des DC ait été conserveé au cours de I'évolution, puisque que 'homologue
aviaire de I'lL-21 inhibe non seulement la maturation (faible expression de CCR7 et DC-LAMP),
mais également I'expression d’IL-12a, I'lFN-y, I'lL-1B et I'lL-6 par les DC de poulet stimulées au
LPS (Rothwell et al., 2012). Malgré la modulation de la réponse au LPS par I'lL-21, il ne semble
pas qu’elle soit causée par la répression de la signalisation du TLR4, puisque I'lL-21 ne module
ni 'expression de TARNm du TLR4, ni celle de certains des génes impliqués dans sa signalisation
(Strengell et al., 2006). Toutefois, une augmentation de TARNm de SOCS1 et SOCS3 pourrait
étre impliquée dans la réduction de la sécrétion des cytokines en réponse au LPS (Strengell et
al., 2006).

Cependant, une étude réalisée sur les cDC murine et humaine montre que l'lL-21 entraine
rapidement la transcription, la synthése et la sécrétion d’IL-1 bioactive et ce plus intensément
que l'agoniste classique LPS. Cette sécrétion d’IL-1B8 n’est pas dépendante de I'activation de
NFkB, de la voie classique de I'inflammasome NLRP3, de la Caspase 1 et de pycard, ni de la voie
non canonique de Caspase 8, mais dépend plutdt de l'activation des sérines protéases (Wan et
al., 2015). Cette sécrétion d’IL-18 joue un rdle dans la réponse immune pathologique vis-a-vis le
virus de la pneumonie murine (Wan et al., 2015). De plus, I'lL-21 ne module pas la sécrétion de
cytokine des pDC en réponse a I'activation des TLRs (7 et 9) (Karrich et al., 2013). Finalement,
les DC issus de souris IL-21R KO sécréte moins de PGE: et d’IL-6 en réponse au peptidoglycan
(TLR2), ce qui altérerait la génération de lymphocyte Th17 (Liu et al., 2011). Encore une fois, la
différence dans la réponse des DC a I'lL-21 semble varier en fonction de différents facteurs,

particulierement du sous-type étudié et du type d’agoniste utilisé en co-stimulation.

Outre les cytokines, les DC peuvent, sous certaines conditions, étre des sécréteurs non
négligeables de granzyme B, une molécule également sécrétée par les lymphocytes T CD8+ et
les cellules NK lors des réponses a médiation cellulaire (Tel et al., 2014). De plus, les des pDC

synthétise et sécréte du granzyme B en réponse a I'lL-21 (Karrich et al., 2013, Salvi et al., 2017)
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ce qui contribue de maniere significative a accroitre I'efficacité de la lyse cellulaire effectuée par
les cellules NK (Salvi et al., 2017). La sécrétion de granzyme B par les pDC et 'augmentation de
I'activité NK subséquente pourraient contribuer aux lésions cutanées observées chez les patients
atteints de lupus érythémateux cutané (Salvi et al., 2017). Toutefois, celle-ci peut également
inhiber la capacité des pDC a stimuler la prolifération des lymphocytes T (Karrich et al., 2013). De
plus, lorsque les pDC sont simultanément stimulées par I'lL-21 et des agonistes des TLR (7 et 9),
la sécrétion d'IFN-a engendrée par ces derniers inhibe la sécrétion de granzyme B de maniéere

autocrine (Salvi et al., 2017).

2.1.4 Neutrophiles

Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants du sang périphérique et migrent aux
tissus cibles en cas de besoin ou ils y exerceront leurs différentes fonctions afin d’éliminer 'agent
déclencheur. De ce fait, ils contribuent activement & la création de foyers inflammatoires. Les
données concernant I'effet de I'lL-21 sur les neutrophiles sont rares et contradictoires. En effet,
dans une premiére étude, I'lL-21R n’a pas été détecté dans les neutrophiles humains et par
conséquent aucune des fonctions cellulaires testées n’a été modulée suivant leur stimulation a
'IL-21. Ainsi, I'lL-21 ne modulait pas I'apoptose, la production d’espéces réactives de 'oxygéne
(ROS), la phagocytose de globules rouges de mouton opsonisés, le chimiotactisme et la
production d’IL-8 des neutrophiles. Par contre, I'lL-21 parvient tout de méme a recruter davantage
de neutrophiles in vivo dans le modéle murin de la poche d’air (Pelletier et al., 2004a). D’un autre
cOté, une étude publiée plus récemment stipule que les neutrophiles non isolés (sang total)
expriment I'lL-21R et que leur stimulation a I'lL-21 dans le sang total, entraine I'expression du
CD16, du CD11b et accroit la phagocytose de bactérie et la production de ROS (Takeda et al.,
2014). En comparant I'expression de I'lL-21R a travers les différentes étapes d’'un isolement
classigue des neutrophiles (sédimentation au dextran des globules rouges, Ficoll, choc
osmotique), les auteurs concluent que chacune des étapes réduit I'expression de I'lL-21R, ce qui
expliquerait les différences observées entre les deux études (Takeda et al., 2014). Quoique cette
derniére étude tend a montrer I'expression de I'lL-21R a la surface des neutrophiles et que la
stimulation du sang total (donc en présence de 'ensemble des cellules sanguines) a I'lL-21 active
certaines fonctions du neutrophile, I'effet de I'lL-21 pourrait plutdt provenir de la sécrétion de

médiateurs solubles issus d’autres types cellulaires, d’autant plus que les voies de signalisation
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habituellement activées par I'IL-21, telles la voie Jak-STAT et celle des MAPK ne sont pas
activées par I'lL-21 dans les neutrophiles. De plus, le niveau de phosphorylation des tyrosines
totales des neutrophiles diminue suivant le traitement a I'lL-21 ce qui est difficilement compatible

avec leur activation (Takeda et al., 2014).

2.1.5 Mastocytes

Les mastocytes sont présents principalement dans les tissus conjonctifs et les muqueuses. lls se
distinguent par la présence de nombreux granules sécrétoires de type lysosome. De par leur
localisation, les mastocytes participent activement a la défense contre les pathogénes. Leurs
granules comprennent de nombreuses molécules, incluant plusieurs protéases, de I'histamine et
diverses cytokines. L’activation des mastocytes est notamment impliquée dans les réactions
allergiques et dans les chocs anaphylactiques lors des cas plus séveres (Wernersson et al., 2014).
Peu d’études ont évalué l'effet de I'lL-21 sur les mastocytes. L’administration, in vivo, d’IL-21
diminue la dégranulation des mastocytes retrouvés dans les lésions épidermales causées par une
réaction d’hypersensibilité de contacte (Tamagawa-Mineoka et al., 2011). Toutefois, comme
aucune donnée portant sur I'effet direct d’'une stimulation des mastocytes a I'lL-21 n’est disponible
a ma connaissance, il est difficile de discerner si la diminution de la dégranulation observée
provient d’un effet direct ou indirect de I'lL-21. D’autres études seront nécessaires afin de

répondre a cette question.

2.1.6 Mégacaryocyte

Les mégacaryocytes sont responsables de la production des plaquettes sanguines (Muller-Newen
et al., 2017). Au cours du développement des mégacaryocytes a partir de précurseurs CD34+,
I'expression de I'lL-21Ra est régulée a la hausse, atteignant son maximum d’expression par les
mégacaryocytes mature (Benbarche et al., 2017). De plus, I'IlL-21 stimule la prolifération des
cellules progénitrices des meégacaryocytes par un mécanisme dépendant de l'activation de
Jak3/STATS3, et ce autant in vitro qu’in vivo, ce qui s'accompagne par un nombre plus élevé de
mégacaryocytes matures dans la moelle osseuse des souris surexprimant I'lL-21. Quoique I'lIL-

21 n’ait pas d’effet sur le phénotype des plaquettes produit par les mégacaryocytes stimulés, les
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souris qui surexpriment I'lL-21 possédent moins de plaquettes circulant dans leur sang. Toutefois
les plaquettes retrouvées chez ces souris ont des marqueurs de cellules jeunes. Comme
davantage de macrophage et de plaquette se retrouve au foie et a la rate des souris surexprimant
lIL-21, il est possible que I'lL-21 supporte I'élimination des plaquettes plus a&gées par les
macrophages, diminuant ainsi leur nombre en circulation et expliquant qu’il n’y reste que les

plaguettes plus récemment synthétisées (Benbarche et al., 2017).
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2.2 Cellules lymphoides

Les cellules d’origine lymphoide comprennent les lymphocytes qui peuvent étre séparés en
différents sous-types dont les lymphocytes B (naif, mémoire et plasmocyte), les lymphocytes T
(les CD4+ ainsi que leurs différents sous-types tels que les T, les Thiz, les Treg, les CD8+ et les
Tmemoire) €t les cellules NK (Blom et al., 2006, Caza et al., 2015). Dans la présente section, les

principaux effets de I'lL-21 sur ces différentes populations cellulaires seront brievement discutés.

2.2.1 Lymphocytes B

Les lymphocytes B sont responsables de la réponse humorale. La reconnaissance d'un antigéne,
qu’il soit présenté ou non par une cellule présentatrice d’antigéne, entraine leur différenciation en
cellules sécrétant des Ac : les cellules plasmatiques ou plasmocytes. Ces cellules sont entre
autres responsables de I'efficacité de la vaccination et d’'une partie de la mémoire immunologique
(Nutt et al., 2015). Tel que discuté précédemment, I'utilisation de souris déficiente en signalisation
pour I'lL-21 suggére fortement que l'IL-21 est un facteur déterminant de la biologie des
lymphocytes B.

En effet, les études portant spécifiquement sur I'effet de I'lL-21 dans les lymphocytes B ont montré
gu’elle régule leurs survies (Jin et al., 2004, Mehta et al., 2003, Ozaki et al., 2004, Parrish-Novak
et al., 2000). Ainsi, d’'un cbté, elle favorise la prolifération des lymphocytes B matures stimulés par
les récepteurs des cellules B (BCR) et par le CD40 et de l'autre, elle provoque I'apoptose des
cellules B stimulées par les TLR (LPS et CpG) ou par les BCR en absence de signal T provenant
du CD40 (Jin et al., 2004, Mehta et al., 2003, Ozaki et al., 2004, Parrish-Novak et al., 2000).
L’apoptose initiée en réponse a I'lL-21 dépend de I'activation des caspases et de la surexpression
de BIM (Jin et al., 2004, Mehta et al., 2003, Ozaki et al., 2004).

L’IL-21 est également essentielle pour la production des Ac par les lymphocytes B. Ainsi, leur
stimulation a I'lL-21 méne a leur différenciation en plasmocytes, et ce de maniére dépendante de
I'activation de STATS3, de la hausse de I'expression de Blimp-1 et de la réduction de celle de PAX5
(Avery et al., 2010, Diehl et al., 2008, Ettinger et al., 2005, Ozaki et al., 2004, Pene et al., 2004).
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L’IL-21 peut aussi réguler la classe isotypique des Ac produits en fonction du contexte. Par
exemple, I'lL-21 favorise la production d’lgG, principalement des IgG1l et des 1gG3. Elle
potentialise aussi la réponse a I'lL-4 et a I'lL-2. Une production accrue de la protéine « activation-
induced cytidine desaminase » (AID) en réponse a I'lL-21 est impliqguée dans la sécrétion des IgG
(Avery et al., 2008, Berglund et al., 2013, Ettinger et al., 2005, Pene et al., 2004). La stimulation
a I'lL-21 favorise également la sécrétion IgA et IgM par les lymphocytes B et cette sécrétion peut
étre est inhibée par 'lL-4 (Avery et al., 2008). Dépendamment du signal recu, I'lL-21 peut
également moduler la sécrétion d’'IgE. Ainsi la stimulation a I'lL-21 en présence de PHA et d'IL-4
inhibe la sécrétion d’'IgE alors qu’en présence IL-4 et de CD40L, elle favorise plutét la sécrétion
de cet isotype (Wood et al.,, 2004). Donc, en fonction de lintégration des signaux recus

simultanément, I'lL-21 influence l'isotype des Ac sécrétés par les plasmocytes.

Outre la sécrétion d’Ac, la stimulation a I'lL-21 entraine également la sécrétion de granzyme B
(Hagn et al., 2009, Hagn et al., 2012, Xu et al., 2014) et d’IL-10 (Berglund et al., 2013, Yoshizaki
et al., 2012) des lymphocytes B. De plus, elle accroit I'expression du CD86 de maniére STAT3 et
P13k dépendante, ce qui permet d’améliorer leur capacité a stimuler les lymphocytes T (Attridge
et al.,, 2014). En somme, I'IL-21 régule la biologie des différentes populations de cellules B,
notamment en favorisant la différenciation et la maturation des lymphocytes B en cellules
plasmatiques, lui conférant du méme coup un réle capital dans l'initiation de la réponse humorale.
L’induction de I'apoptose des cellules B pourrait également contribuer a éliminer de la circulation

des lymphocytes B potentiellement autoréactifs (Jin et al., 2004).

2.2.2 Lymphocytes T CD8+

Les lymphocytes CD8+ (lymphocyte T cytotoxique ou CTL) jouent un rble de premier plan dans
la défense de I'héte contre les infections virales et les tumeurs. Suivant la reconnaissance de
I'antigene par le TCR dans un contexte de CMH, les lymphocytes T CD8+ naifs acquerront
différentes caractéristiques telles que la production de granzyme B, de perforine et du ligand de
Fas (Fasl) et la sécrétion de différentes cytokines comme I'lFN-y et le TNF, leur permettant ainsi
d’effectuer la lyse des cellules infectées ou tumorales (Halle et al., 2017). Plusieurs études ont

montré que la signalisation initiée par I'lL-21 influence la biologie des lymphocytes T CD8+.

30



D’abord, I'lL-21 favorise la survie des lymphocytes T (Ostiguy et al., 2007, Zeng et al., 2005) de
maniére dépendante de l'activation de la PISK/AKT. L’activation de cette voie méne a une
augmentation de la phosphorylation de BAD ce qui permet ultimement d’inhiber BAX et ainsi
prolonger la survie des lymphocytes T (Ostiguy et al., 2007). De plus, il a été montré que I'lL-21
agit comme un costimulant pour favoriser la prolifération des lymphocytes T, et ceci en
augmentant la réponse face a certains mitogenes connus de ces cellules. En effet, I'lL-21 utilisée
seule n’a que peu d’effet sur la prolifération des lymphocytes CD8+ naifs et mémoire. Toutefois,
elle agit de fagon synergique avec I'lL-15, I'lL-7 ou un Ac anti-CD3 (Alves et al., 2005, Gagnon et
al., 2007, Parrish-Novak et al., 2000, Zeng et al., 2005) pour stimuler leur prolifération, et ce, de
maniére dépendante de I'activation des voies de la PIBK/AKT et ERK 1/2 (Zeng et al., 2007). De
plus, la réponse synergique entre I'lL-21 et I'lL-15 est contrdlée par SOCS1 puisque dans les
T CD8+ déficients en SOCS1, l'effet synergique est augmenté (Gagnon et al.,, 2007). Un
prolongement de la signalisation initiée par I'lL-2, notamment la phosphorylation plus durable de

STAT3, dans les lymphocytes SOCS1 - expliquerait cette différence.

Les études évaluant I'acquisition des propriétés cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ suivant la
stimulation a I'lL-21 sont parfois contradictoires. D’'une part, Hinrichs et al. (2008) ont montré que
la stimulation a I'lL-21 de lymphocytes CD8+ naifs activés par I'antigéne réduit I'expression de
granzyme B, de CD44 et de I'lL-2Ra contrairement a ce qui est observé avec I'lL-2 et I'lL-15, deux
agonistes puissants de la différenciation en CTL (Hinrichs et al., 2008). La diminution de
'expression du facteur de transcription Eomes par I'lL-21 joue un réle dans cet effet d’inhibition.
Par conséquent, ces lymphocytes CD8+ stimulés a I'lL-21 sécrétent moins d’IFN-y, davantage
d’'IL-2 et montrent une activité cytolytique réduite, témoignant d’'une suppression de leur
différenciation vers un phénotype cytotoxique. Toutefois, la stimulation a I'lL-21 de ces
lymphocytes CD8+ leur confere néanmoins une plus grande capacité antitumorale (Hinrichs et
al., 2008). D’autre part, plusieurs études montrent plutdét que I'lL-21 augmente I'activation des
CD8+ activés a I'Ag en présence d’'un facteur de costimulation, par exemple I'lL-15, tel que montré
par I'accroissement du nombre de cellules sécrétant de I'lFN-y (Strengell et al., 2003, Zeng et al.,
2005), du nombre de cellules spécifiques a I'Ag (Casey et al., 2007, Li et al., 2005, Li et al., 2008),
I'expression de granzyme A (Sutherland et al., 2013, Zeng et al., 2005), de granzyme B (Casey
et al., 2007, Mittal et al., 2012, Sutherland et al., 2013, Zeng et al., 2005), de perforine (Sutherland
et al., 2013) et de l'activité cytotoxique (Casey et al., 2007, Sutherland et al., 2013, Zeng et al.,

2005). L’activation de STAT3 par I'lL-21 et sa liaison au promoteur du géne de I'lFN-y méne ainsi

31



a sa transcription et ultimement a sa sécrétion (Strengell et al., 2003). L’IL-21 augmente aussi
I'avidité des TCR et contribue au maintien d’un niveau d’expression élevé du CD28, ce qui permet,
entre autres d’accroitre la production d’'IL-2 par les lymphocytes T CD8+ (Li et al., 2005).
L’expression accrue de granzyme B et de perforine par les lymphocytes T CD8+ dépend du
facteur de transcription T-bet qui est stimulée par I'activation de STAT1 en réponse a I'lL-21
(Sutherland et al., 2013). L’ensemble de ces résultats renforce I'idée selon laquelle I'lL-21 soit un
troisieme signal, puisque pour accroitre les fonctions effectrices des lymphocytes, elle nécessite
a la fois une stimulation a I'Ag et un signal de costimulation (Casey et al., 2007). Néanmoins,
malgré les différences de l'effet de I'lL-21 sur les sous-types de lymphocytes T CD8+ in vitro, il
n’en demeure pas moins que plusieurs études utilisant des modeéles in vivo d’infection virale ou
de cancer ont révélé le réle capital de I'lL-21 afin de batir une réponse des CTL efficace,
notamment face aux infections a LCMV (Chapuis et al., 2016, Elsaesser et al., 2009, Frohlich et
al., 2009, Ma et al., 2003, Moroz et al., 2004, Xin et al., 2015, Yi et al., 2009, Zeng et al., 2005).
Bref, comme en témoignent les résultats parfois contradictoires concernant I'effet de I'lL-21 sur
les différentes populations de lymphocytes CD8+, le contexte dans lequel les cellules sont
exposées a I'lL-21 déterminera le type de réponse cellulaire. Par conséquent, I'lL-21 pourrait étre
considérée comme une sorte de point de contrdle, par lequel la cellule obtiendra les informations

nécessaires afin de déterminer le type de réponse a adopter.

2.2.3 Lymphocytes T CD4+

Suivant la reconnaissance d'un antigéne et sous leffet de différentes cytokines, les
lymphocytes CD4+ naifs se différencieront en différentes populations de lymphocytes qui
moduleront la réponse immune en sécrétant un éventail de cytokine propre a chacun de ces sous-
types. Ces lymphocytes sont nommeés « helper ou Th » puisqu’ils servent a aider les autres types
cellulaires a accomplir leurs fonctions effectrices. Des effets liés a la stimulation a I'lL-21 ont été
rapportés chez la majorité des sous-populations de lymphocytes CD4+ tels que les Thi, les Thz,

les T et les Thir.

Les résultats concernant I'effet de I'lL-21 sur les lymphocytes CD4+ sont, encore une fois, parfois
contradictoires. En effet, certaines études rapportent que I'lL-21 soutient I'établissement d’'une

réponse de type Th2 en inhibant la sécrétion d’'IFN-y par les CD4+ naifs. Elle agit en réprimant
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I'expression de Eomes (Suto et al., 2006, Wurster et al., 2002) et en inhibant la signalisation initiée
par I'lL-12 (Wurster et al., 2002). De plus, dans un modéle d’infection avec S. mansoni, les
souris IL-21Ra™, expriment des niveaux réduits de cytokines de type Th. tel que I'lL-4 et I'lL-13
(Frohlich et al., 2007, Pesce et al., 2006). Dans un autre modéle générant une réponse Thy, les
souris IL-21Ra” présente également une diminution des marqueurs associés a ce type de
réponse. Ces résultats soulignent 'importance de la signalisation en réponse a I'lL-21 dans la
génération d’une réponse Th, adéquate (Frohlich et al., 2007). Toutefois, d’autres études montrent
que l'lL-21 favoriserait plutdt une réponse Thl en entrainant I'expression d’'IFN-y et d’IL-12,
notamment par les lymphocytes issus de la lamina propria de patients atteints de la maladie de
Crohn (MC) (Monteleone et al., 2005, Strengell et al., 2002).

Les lymphocytes T sont, entre autres, caractérisés par I'expression de CXCR5, de ICOS et de
PD-1 et tel que discuté précédemment sécrétent de grandes quantités d’IL-21. lls se retrouvent
principalement dans les follicules des nceuds lymphatiques ou ils contribuent significativement a
la formation de centre germinal fonctionnel, le lieu principal de la réponse humorale générée par
les lymphocytes B (Tangye et al., 2013). L’IL-21 en combinaison avec I'lL-6, mais en absence de
TGF-B, est essentiel afin de générer des lymphocytes T, et ce, de maniéere dépendante de
l'activation de STAT3, de Vav1 et de la transcription de BCL-6 (Nurieva et al., 2008, Nurieva et
al., 2009, Vogelzang et al., 2008).

Les lymphocytes Thi7 sécrétent de grandes quantités d’IL-17, d’ou I'origine de leur appellation. lls
sont impliqués dans plusieurs maladies inflammatoires, mais également dans le maintien de la
barriere intestinale (Stockinger et al., 2017). La différenciation in vitro en Thiz nécessite la
stimulation séquentielle de TGF, d'IL-6 et d’IL-21 qui stimulent, entre autres, I'expression du
récepteur nucléaire orphelin relié a I'acide rétinoique (RORyT) qui est essentiel au développement
des Thi7. L’IL-6 stimule la sécrétion d'IL-21 qui agit ensuite de maniére autocrine en stabilisant
'engagement de la différenciation vers la lignée Thiz en augmentant I'expression de I'lL-23R (Korn
et al., 2007, Nurieva et al., 2007, Yang et al., 2008, Zhou et al., 2007). Toutefois, malgré I'absence
de signalisation a I'lL-21, une différenciation des Thi7 est tout de méme possible in vivo ce qui
suggere une certaine redondance dans les éléments requis afin de générer les Thiz (Coquet et
al., 2008, Sonderegger et al., 2008). Finalement, I'lL-21 inhibe la différenciation des lymphocytes
Treg C€ qui pourrait contribuer a augmenter la réponse des lymphocytes CD8+ CTL (Attridge et al.,
2012, Schmitz et al., 2013, Vogelzang et al., 2008). En somme, les effets de I'lL-21 sur les
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populations de lymphocytes T sont variés, complexes et parfois opposés et dépendent des autres

signaux provenant de I'environnement dans lequel se retrouve la cellule.

2.2.4 Cellules NK

Les cellules NK, bien qu’elle soit d’origine lymphoide, font partie du systéme immunitaire innée et
jouent un role de premier plan dans la défense contre les pathogénes et les cellules tumorales.
Elles produisent différentes cytokines telles que I'lFN-y, le GM-CSF et le TNF qui peuvent a la fois
moduler leurs fonctions cytotoxiques et activer le systéme immunitaire adaptatif (Moretta et al.,
2005). Les cytokines dépendantes de la chaine yc sont essentielles dans I'ontogenése des
cellules NK telles que montrées par une absence de ces cellules chez les souris KO pour la chaine
yc (Cao et al., 1995). Toutefois, la signalisation en réponse a I'lL-21 n’est pas essentielle au
développement des cellules NK in vivo puisque les souris IL-21Ra” présentent un nombre normal
de cellules NK fonctionnelles (Kasaian et al., 2002, Ozaki et al., 2002). Par contre, I'lL-21 stimule
tout de méme l'expansion et la maturation des cellules NK générées a partir de cellules
progénitrices CD34+ humaines cultivées en présence du ligand de Fit3 (FIt3L) et d’'IL-15 (Parrish-
Novak et al., 2000, Perez et al., 2006). Elle favorise également I'expansion des cellules NK du
sang périphérique stimulées a I'lL-2 (Burgess et al., 2006, Wendt et al., 2007). La stimulation a
I'lL-21 des cellules progénitrices hématopoiétiques CD34+ en présence d’une combinaison de
facteur de différenciation (ex : IL-7, IL-15 et FIt3L) méne a la maturation des cellules NK tel qu’en
témoigne I'expression accrue de marqueurs de maturation comme le CD2, le CD8, le CD16,
Nkp30, 2B4 et les «killer Ig-like receptor (KIR) » (Brady et al., 2004, Burgess et al., 2006, Parrish-
Novak et al., 2000, Sivori et al., 2003). La taille et la granulosité des cellules NK simulées avec de
I'lL-21 sont également augmentées. Ainsi, le phénotype des cellules NK produites a partir de
cellules progénitrices CD34+ différenciées en présence d’IL-21 en combinaison avec d’autres
facteurs de différenciation ressemble davantage a celui des cellules NK matures circulant dans le
sang. L’'IL-21 augmente non seulement les fonctions cytolytiques, mais également la production
et la sécrétion d'IFN-y, de perforine et de GM-CSF (Kasaian et al., 2002, Parrish-Novak et al.,
2000, Perez et al., 2006, Sivori et al., 2003, Strengell et al., 2003, Toomey et al., 2003) ce qui
contribue a activer le systeme immunitaire adaptatif. Finalement, I'lL-21 peut affecter la viabilité
des cellules NK, notamment en déclenchant leur apoptose (Brady et al., 2004, Kasaian et al.,
2002, Toomey et al., 2003, Wang et al., 2003). En somme, l'effet de I'lL-21 sur la biologie des
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cellules NK dépend du contexte et des costimulants présents. Ainsi, bien que I'lL-21 ne soit pas
essentielle au développement de populations de cellules NK fonctionnelles in vivo, son addition
dans les cultures de cellules NK contribue a leur maturation, leur différenciation finale et leur
activation. L'IL-21 génére donc des cellules NK plus efficaces, mais avec une durée de vie plus
courte, ce qui pourrait contribuer a limiter les dégats potentiellement nocifs pour I'organisme

occasionnés par une activation prolongée de ces cellules.

2.2.5 Cellules NKT

Les cellules NKT regroupent une population de cellules T exprimant des marqueurs de cellules
NK en plus de TCR reconnaissant les antigénes lipidiques présentés par le CD1d. Elles jouent
entre autres un réle contre les infections bactériennes, parasitaires et virales, mais aussi contre
certains cancers (Bendelac et al., 2007). La stimulation conjointe avec de I'lL-21 et de 'a-GalCer
accroit la survie, la prolifération et la granulosité des cellules NKT de méme que la production de
cytokines (IL-4 et IL-13), de perforine et de granzyme B (Coquet et al., 2007). Comme observé
pour d’autres types cellulaires, I'lL 21 agit également en synergie avec I'lL-15 ou I'lL-2 sur les
cellules NKT. Elles produisent alors davantage de granzyme B et sont plus granulaires témoignant
ainsi de leur plus grande activation. Tel que discuté précédemment, I'activation des NKT avec des
Ac anti-CD3 et anti-28 et 'a-GalCer stimule la sécrétion d’IL-21 (Coquet et al., 2007) qui peut par
la suite non seulement agir de maniére autocrine, mais également stimuler la réponse immune

adaptative.

Les données issues de la littérature montrent le réle de I'lL-21 dans le développement du systéme
immunitaire ainsi que dans la réponse immune. Les effets de I'lL-21 sur les leucocytes sont

résumés dans la figure 3.
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Chapitre 3: L’IL-21 ET LES MALADIES INFLAMMATOIRES

L’IL-21 est une cytokine pléiotropique régulant différents aspects du systéme immunitaire. Tel que
décrit précédemment, elle affecte la biologie de la majorité des leucocytes ce qui permet
d’expliquer gu’elle soit impliquée dans diverses pathologies inflammatoires ou auto-immunes
lorsque son expression ou celle de son récepteur est modifiée. Il n’est donc pas étonnant que le
systéme IL-21/IL-21R soit la cible de différentes stratégies thérapeutiques. A cet effet, le tableau 3
recense les études cliniques visant la signalisation de I'lL-21 comme cible thérapeutique. Dans la
prochaine section, le réle de I'lL-21 dans le développement de certaines maladies inflammatoires
telles que 'AR, le lupus érythémateux systémique et les maladies inflammatoires de l'intestin sera

brievement abordé.

3.1 Arthrite rhumatoide

L’AR est une maladie auto-immune chronique qui affecte de maniére symétrique les articulations
du corps. Elle est caractérisée par une inflammation de I'articulation synoviale et par la formation
d’auto Ac qui cause, ultimement, la destruction du cartilage et I'érosion osseuse (Arnett et al.,
1988). Des évidences du rble considérable que joue I'lL-21 dans I'AR sont venues de I'utilisation
de modeéles murins. Par exemple, les souris K/BxN développent spontanément une forme d’AR
qui est, entre autres, causée par la présence d’auto-Ac (Ditzel, 2004). Toutefois, chez les souris
K/BxN IL-21Ra’ aucun signe du développement de la maladie n’est détectable alors que les
souris K/BxN hétérozygote IL-21Ra*" et sauvage montrent une augmentation de I'indice d’arthrite,
de I'épaisseur des coussinets et des mesures histopathologiques associées au développement
de I'AR. De plus, les souris IL-21Ra” ont un nombre réduit de lymphocytes T CD4+, de T, et ne
développe pas d’auto-Ac soulignant le role de I'lL-21 dans le développement de ces cellules et
dans la production d’Ac (Jang et al., 2009). De surcroit, le blocage de la voie IL-21/IL-21R par une
protéine de fusion composée du domaine extracellulaire de I'lL-21Ra fusionné a la portion
constante des Ig (IL-21R.Fc) améliore grandement la progression de la maladie d’arthrite chez
les souris K/BxN, dans un modéle d’AR causée par un adjuvant chez le rat et dans le modéle plus
classique d’induction de I'AR par le collagéne chez la souris (Jang et al., 2009, Young et al., 2007).
Finalement, une inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et I'lL-

17 survient suite au blocage de I'lL-21 endogéne (Young et al., 2007). Ces deux cytokines en plus
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d’autres cytokines pro-inflammatoires sont associées avec la pathogénicité de 'AR (Alam et al.,
2017). En somme, ces résultats suggerent que la signalisation en réponse a I'lL-21 joue un réle
prépondérant dans le développement de cette maladie.

Chez I'humain, I'expression de I'lL-21R a été rapportée dans les macrophages synoviaux et les
fibroblastes synoviaux de patients atteints d’AR, mais non chez ceux souffrant d’ostéoarthrite
(Jungel et al., 2004). De plus, les lymphocytes B, les lymphocytes T et les cellules NK isolés du
sang périphérique et du liquide synovial des patients atteints d’AR expriment davantage I'lL-21R,
soutenant ainsi un réle potentiel de I'lL-21 dans I'établissement et le maintien de la maladie (Li et
al., 2006). Des quantités plus élevées d’IL-21 et d’IL-17 issus vraisemblablement d’'un nombre
accru de Thi7 sont également retrouvées dans le liquide synovial et le sérum de patient atteint
d’AR (Niu et al., 2010). Lorsque stimulées a I'lL-21, ces cellules répondent plus fortement en
sécrétant de hauts niveaux de différentes cytokines connues pour étre impliquées dans 'AR
comme le TNF et I'lFN-y (Li et al., 2006). De plus, les lymphocytes CD4+ exprimant I'lL-21 isolés
de patients atteints d’AR stimulent la sécrétion de MMP-1 par les synoviocytes contribuant ainsi
a la dégradation de la matrice extracellulaire (Lebre et al., 2017). En augmentant la sécrétion de
« receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) », I'lL-21 promeut la différenciation
des ostéoclastes favorisant ainsi I'érosion osseuse (Kwok et al., 2012, Lebre et al., 2017).
Finalement, le blocage de I'lL-21 avec I'IlL-21R.Fc dans les cultures de cellules synoviales de
patients atteints d’AR permet de réduire de 50 %, 57 % et 86 % la production de TNF, d’'IL-6 et
d’'IL-1B, respectivement. Ces cytokines pro-inflammatoires sont toutes connues pour jouer un role
dans le développement et la progression de la maladie (Alam et al., 2017, Andersson et al., 2008).
Différents essais cliniques (NCT01208506, NCT01565408, NCT01647451 et EudraCT 2011-
005376-42) ont été réalisés afin d’évaluer I'utilisation d’Ac neutralisant I'lL-21 afin de réduire voire
éliminer les symptomes d’AR (tableau 3). Les résultats de deux d’entre elles sont disponibles et
montrent une amélioration des signes cliniques suivant la neutralisation de I'lL-21 (Ignatenko et
al., 2016).

3.2 Lupus érythémateux systémique

Le lupus érythémateux systémique (SLE) est une maladie auto-immune systémique chronique

caractérisée par la génération d’auto-Ac dirigés contre diverses molécules, principalement contre
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I’ADN double-brins menant a la formation de complexes immuns. La présence de ces complexes
immuns contribue a I'établissement d’une réponse inflammatoire systémique qui affectera, de
maniére imprévisible, différents organes. Des facteurs génétiques et environnementaux seraient
également impliqués dans la manifestation clinigue du SLE (Tsokos, 2011). Les observations
initiales de l'effet de I'lL-21 sur la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes ont incité
Ozaki et al (2004) a quantifier les niveaux d’IL-21 dans le modéle murin de SLE utilisant les souris
BXSB-Yaa, qui développent spontanément le SLE en vieillissant. Ainsi, ils y ont observé des
niveaux seériques plus élevés d’IL-21, d’lgG1 et d’lgG3 corrélant avec I'apparition des signes
cliniques de la maladie (Ozaki et al., 2004). Le développement de la maladie chez ces souris
dépend principalement de la signalisation de I'lL-21 dans les lymphocytes B (McPhee et al., 2013).
De plus, les souris sanrogue ayant une mutation dans le géne codant pour roquin, développent
aussi spontanément des symptdmes liés au SLE. Chez ces souris, la mutation ne permet plus la
répression de I'expression d'ICOS, un facteur participant a la régulation de I'expression de I'lL-21.
Ainsi, des niveaux plus élevés d’ARNm de I'lL-21 et une augmentation de lymphadénopathie, de
glomérulonéphrite et la présence accrue d’auto-Ac sont retrouvés chez ces souris (Vinuesa et al.,
2005). De plus, l'utilisation de la protéine de fusion IL-21R.FC chez les souris MRL"™, un autre
modele murin de SLE, ou l'utilisation de souris déficiente en signalisation par I'lL-21 réduit
considérablement voire élimine les symptdmes associés au SLE, soulignant encore davantage le
role de I'lL-21 dans cette pathologie. Par exemple, une réduction de la protéinurie, de la
lymphadénopathie, des niveaux d’auto-Ac et des dysfonctions rénales est observée chez ces
souris traitées a I'lL-21R.FC, ce qui prolonge leurs survies (Bubier et al., 2007, Bubier et al., 2009,
Herber et al., 2007, Rankin et al., 2012).

Chez 'humain, un polymorphisme de type SNP présent dans le géne de I'lL-21 et celui de son
récepteur est associé a une plus grande fréquence de SLE (Sawalha et al., 2008, Webb et al.,
2009). De plus, le nombre de lymphocytes T CD4+ sécrétant de I'lL-21 est augmenté chez les
patients SLE (Terrier et al., 2012), ce qui peut expliquer leurs niveaux plasmatiques élevés d’IL-
21 (Wong et al., 2010). Davantage d’'IL-21 est également retrouvés dans les Iésions cutanées des
patients atteints de SLE (Caruso et al., 2009). Les présentes données suggérent donc que I'lL-21
contribue grandement a la pathologie clinique des patients atteints de SLE, principalement en
activant les lymphocytes B, favorisant ainsi la sécrétion d’auto-Ac. L’IL-21 est donc une cible
potentielle pour le traitement du SLE et une étude clinique a été réalisée afin de déterminer si le

blocage de I'lL-21 avec un Ac neutralisant pouvait atténuer les symptémes de la maladie
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(NCT01689025) (tableau 3). Malheureusement, les résultats de celle-ci ne sont toujours pas

disponibles.

3.3 Les maladies inflammatoires de ’'intestin

Les MIl est un terme général regroupant principalement la maladie de Crohn (MC) et la colite
ulcéreuse. Elles sont caractérisées par une inflammation chronique de I'épithélium intestinal
causée par une réponse immune excessive envers la flore intestinale, mais également par une
prédisposition génétique. Il en découle une infiltration leucocytaire majeure occasionnant une
sécrétion élevée de cytokines inflammatoires et des dommages a I'épithélium et aux couches plus
profondes de la muqueuse intestinale (Abraham et al., 2009). Dans un modéle de colite ulcéreuse
murine (DSS-TNBS), une surexpression de I'lL-21 corrélant avec I'apparition des symptdmes est
observée (Fina et al., 2008). De plus, chez les souris IL-217 et celles traitées avec I'lL-21R.FC
'apparition des signes cliniques est virtuellement totalement éliminée chez les premiéres et
grandement améliorée chez les secondes, suggérant fortement un réle de l'lL-21 dans la
pathogénicité des Mll (Fina et al., 2008).

Chez I'humain, un polymorphisme au niveau du locus codant pour I'axe IL2-IL21 est associé avec
les MIl de méme que la maladie céliaque (Marquez et al., 2009, van Heel et al., 2007). De plus,
I'IL-21 permet le recrutement des lymphocytes Thiz par la sécrétion de MIP-3a par les cellules
épithéliales du colon (Caruso et al., 2007b). Ainsi, 'accroissement du nombre de lymphocytes Thi7
et Tw contribuent vraisemblablement a 'augmentation de I'expression de I'lL-21 retrouvée aux
sites inflammatoires des patients MIl (Monteleone et al., 2005, Sarra et al., 2010, Yamamoto-
Furusho et al., 2010). De plus, linhibition de la signalisation par I'lL-21 dans les cultures de
cellules mononucléées de la lamina propria isolée de lintestin de patients MC réduits leur
sécrétion d'IFN-y et d'IL-17A, deux cytokines contribuant au maintien de la maladie (Monteleone
et al., 2005, Rovedatti et al., 2009). Finalement, I'lL-21 peut également contribuer & la destruction
de la matrice extracellulaire et aux dommages infligés a la muqueuse intestinale en causant la
sécrétion de plusieurs MMP par les fibroblastes intestinaux isolés de patient MC (Monteleone et
al., 2006, Sengupta et al., 2007). Toutefois, comme mentionnés précédemment, les humains
possédant des mutations inactivant la signalisation a [I'lL-21 montrent également une

prédisposition aux MIl, suggérant que I'lL-21 joue également un réle dans la prévention de
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I'apparition de ces maladies (Kotlarz et al., 2013, Salzer et al., 2014, Stepensky et al., 2015).

Malgré que le role de I'lL-21 dans les MII ne soit pas encore complétement élucidé, il n’en demeure

pas moins que la signalisation initiée en réponse a I'lL-21 est une composante de I'apparition de

la maladie. Elle constitue donc une cible de choix dans le traitement de ces maladies. A ce sujet,

une étude clinique visant le systeme IL-21/IL-21R (NCT01751152) a été réalisée, mais

malheureusement les résultats ne sont toujours pas disponibles (tableau 3).

Tableau 3 : Essais cliniques ciblant la signalisation de I'lL-21

Traitement Maladie Phase Statut Résultat Etude
Anti-IL-21 Carcinomes rénaux - Terminée Non disponible EudraCT
2006-005751-16
IL-21 + Sunitinib Cellule de carcinomes rénaux 2 Complétée Dose thérapeutique non NCT00617253
tolérée
(Grunwald et al., 2011)
IL-21 Cellule de carcinomes rénaux 1 Complétée ORR : 21% NCT00389285
IL-21+ Sorafenib (Bhatia et al., 2014)
IL-21 Mélanome métastatique 1 Complétée Mélanome métastatique : NCT00095108
Cellule de carcinomes rénaux 1RC; 11 SM; 24 totaux
Carcinomes rénaux :
4 RP; 13 SM; 19 totaux
(Thompson et al., 2008)
IL-21 Mélanome métastatique 1 Complétée Biomarqueurs élevés NN028-1614
(Davis et al., 2007)
IL-21 Mélanome 2 Complétée ORR : 8.3% NCT00336986
(Davis et al., 2009)
IL-21-CD8 + Mélanome métastatique 1 Terminée Non disponible NCT01106235
cyclophosphamide
IL-21 Mélanome 2 Terminée Non disponible NCT00601861
IL-21+ Mélanome 1 Complétée Non disponible NCT01489059
Ipiulimumab
IL-21 Mélanome 2 Complétée ORR : 22.5% NCT00514085
(Petrella et al., 2012)
IL-21+ Mélanome 2 Complétée Non disponible NCT01552788
Dacarbazine
IL-21-NK Leucémie myéloide aigué 1 Recrutement  Non disponible NCTO01787474
2 ouvert
IL-21-NK Leucémie myéloide aigué 1 Recrutement  Non disponible NCT02809092
2 non ouvert
IL-21 + Rituximab Lymphome non Hodgkin 1 Complétée 84 % de réduction de la NCT00347971
taille
(Timmerman et al., 2012)
IL-21 + Caelyx Cancer ovarien 2 Complétée Non disponible NCT00523380
IL-21 + Anti-PD-1 Tumeur solide 1 Complétée Non disponible NCT01629758
Anti-IL-21 Arthrite rhumatoide 1 Complétée Amélioration des signes NCT01208506
cliniques
(Ignatenko et al., 2016)
Anti-IL-21 Arthrite rhumatoide 1 Complétée Non disponible NCT01565408
Anti-IL-21 Arthrite rhumatoide 2 Complétée Non disponible NCT01647451
Anti-IL-21 Arthrite rhumatoide - Complétée Amélioration des signes EudraCT
cliniques 2011-005376-42
Anti-IL-21 Lupus érythémateux 1 Terminée Non disponible NCT01689025
systémique
Anti-IL-21 Maladie de Crohn 2 Complétée Non disponible NCT01751152
Anti-IL-21R Volontaire en santé 1 Complétée 75% anti-(anti-IL-21R) NCT01162889

(Hua et al., 2014)

RC : réponse compléte ; MS : maladie stable ; RP : réponse partielle ; ORR : réponse globale

Modifié de (Spolski et al., 2014)
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CHAPITRE 4 : LES MONOCYTES ET LES MACROPHAGES

4.1 Les monocytes

Les monocytes proviennent de cellules souches pluripotentes issues de la moelle osseuse. Elles
sont les cellules les plus volumineuses circulant dans le sang ou elles y représentent environ 10 %
des leucocytes. lIs sont reconnaissables par la morphologie caractéristique de leur noyau en
forme de rein/fer a cheval. Les monocytes humains peuvent étre séparés en trois populations
distinctes sur la base de I'expression de différents marqueurs de surface, les principaux étant le
CD14 et le CD16 (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Il est nécessaire de mentionner que les sous-
types qui seront décrits prochainement sont également retrouvés chez différentes especes. Bien
que les marqueurs permettant de les distinguer différent, 'analyse de leurs profils d’expressions
géniques de méme que leurs rdles biologiques sont similaires, particulierement chez la souris
(Ingersoll et al., 2010, Ziegler-Heitbrock, 2014). Ainsi, la vaste majorité des monocytes humains
(= 90 %) expriment fortement le CD14, le CD64 (FcRyl), le récepteur de chimiokine CCR2, mais
n’expriment pas le CD16 (FcRylll). Cette population de monocytes dite classique est responsable
de la colonisation des tissus principalement en conditions inflammatoires et non en condition
homéostatique telle qu’initialement décrite (Hashimoto et al., 2013, van Furth et al., 1968). Une
population de monocytes appelée intermédiaire exprimant fortement le CD14 et plus faiblement
le CD16 est principalement impliquée dans la présentation antigénique et la réparation des tissus.
Finalement, une derniére population dénommée non classique exprimant plus faiblement le CD14
et plus fortement le CD16 est responsable de la surveillance de lintégrité de I'endothélium
vasculaire et coordonne la réponse au stress vasculaire. Ces monocytes peuvent recruter les
neutrophiles aux sections endommagées de I'endothélium vasculaire pour ensuite éliminer les
débris cellulaires ainsi que les cellules apoptotiques. En ce sens, ils sont considérés comme les
macrophages du sang. Il est proposé que les différentes sous populations soient le résultat d’'une
maturation des monocytes classiques vers les monocytes intermédiaires puis finalement vers les
monocytes non classiques (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Les marqueurs ainsi que les fonctions
étant associés aux différents sous-types présents chez I'hnumain et chez la souris sont résumés
au tableau 4. Les monocytes peuvent exercer une panoplie de fonctions biologiques telles que la
phagocytose, la lyse cellulaire dépendante des Ac et la production de cytokines. Ainsi, ils peuvent
contribuer de facon active a la défense de I'organisme a I'état de monocyte et non uniquement

suivant leur différenciation en macrophages ou en DC (Serbina et al., 2008). Les monocytes sont

43



également impliqués dans la pathogenése de plusieurs maladies inflammatoires telles que
'athérosclérose et 'AR (Bae et al., 2012, Libby et al., 2008).

Tableau 4 : Caractérisation et fonctions des différents sous-types de monocytes

Sous-population Marqueurs Récepteur de Fonctions
chimiokine
Souris
LYGC++ CD11b+, CD115+, CCR2++, CX3CR1+ Pro-inflammatoire et
LY6C++ antimicrobiens
LY6C+ CD11b+, CD115+, CCR2+, CX3CR1++ Patrouilleur, réponse
LYBC+ précoce, réparation
des tissus
Humain
Classique CD14++, CD16- CCR2++, CX3CR1+ Pro-inflammatoire et
antimicrobiens
Intermédiaire CD14++, CD16+ CCR2+, CX3CR1++ Pro-inflammatoire
Non classique CD14+, CD16++ CCR2+, CX3CR1++ Patrouilleur, antiviraux

Modifié de (Shi et al., 2011)

4.2 Les macrophages

Les macrophages possedent des réles biologiques variés incluant le maintien de 'homéostasie
des tissus, I'élimination des cellules apoptotiques, le remodelage et la réparation des tissus et la
défense de 'organisme contre les infections (Erwig et al., 2007, Mosser et al., 2008, Murray et al.,
2011b). lIs se trouvent a l'intersection entre 'immunité innée et 'immunité acquise. lls peuvent a
la fois contribuer directement a I'élimination d’'un pathogéne et activer la réponse adaptative par
leur capacité de présentation antigénique et leur sécrétion de cytokines. Plusieurs populations de
macrophages spécialisés résident dans les différents tissus de I'organisme telles que les cellules
de Kupffer (foie), les microglies (systeme nerveux), les ostéoclastes (0s), les histiocytes (tissue

connectif), les macrophages alvéolaires (poumons), etc. ou ils peuvent y effectuer des fonctions

44



plus spécialisées (Pollard, 2009). La figure 4 présente le nom attribué a ces macrophages

résidents des tissus et résume les principaux réles biologiques qu’ils y accomplissent.
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Figure 4. Dénomination et principaux réles biologiques des macrophages résidents selon les tissus.
Plusieurs populations distinctes de macrophages peuplent 'ensemble des tissus de I'organisme ou il y
effectue différentes fonctions immunitaires, mais également des fonctions importantes dans le maintien de
’homéostasie. Pour ce faire, les macrophages disposent d’'une variété de fonctions cellulaires telles que la
phagocytose, la sécrétion de cytokines et la présentation antigénique.

Modifiée de (Murray et al., 2011b)

Bien que les monocytes fussent initialement décrits comme étant le réservoir sanguin de cellules
a partir desquelles les populations de macrophages et de cellules dendritiques résidentes des

tissus se renouvellent, il est maintenant clair que la majorité des phagocytes résidents des tissus
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ont une origine primitive, provenant du sac vitellin, ou une origine foetale se différenciant a partir
de monocytes issus du foie. Ces différentes populations de macrophages se renouvellent par
elles-mémes en condition homéostatique, a I'exception de celles de I'intestin, du derme, du coeur
et du pancréas ou les monocytes générés dans la moelle osseuse et ensuite recrutés a ces tissus
sont a l'origine des macrophages résidents (Ginhoux et al., 2016). Les macrophages posséedent
un large éventail de fonctions exécutrices leur permettant d’accomplir leurs réles biologiques. Une
de ces fonctions est d’effectuer la phagocytose a la fois de particules exogénes telles que les
microorganismes, mais également endogenes telle que les cellules apoptotiques et les débris
biologiques générés par I'organisme. De plus, les macrophages sécrétent une grande variété de
cytokines pro- ou anti-inflammatoires et de MMP dépendamment du contexte. Ainsi les
macrophages sont non seulement essentiels dans la défense de I'hbte, mais également dans le
développement et le maintien de 'homéostasie. La phagocytose, la production de cytokines et la

sécrétion de MMP seront décrites plus en détail a la section 4.3.

Non seulement les macrophages spécialisés sont présents dans les différents tissus de
'organisme, mais ils peuvent en plus s’y retrouver a différents niveaux d’activation selon les
signaux présents dans leur environnement. Traditionnellement, l'état d’activation des
macrophages se classifiait d’'une maniére dichotomique entre activation classique et activation
alternative ou tous types d’activation ne correspondant pas a l'activation classique étaient
automatiquement classifiés comme alternative. Toutefois, puisque cette classification ne reflete
pas fidélement I'entiéreté des phénotypes des macrophages présents sous différentes conditions
ni leurs fonctions spécifiques, cette nomenclature a été mainte fois remise en question (Gordon
et al., 2010, Hume, 2015, Mantovani et al., 2004, Martinez et al., 2014, Mosser et al., 2008). Ainsi,
la plus récente nomenclature de I'état d’activation des macrophages, basée sur leurs réles
biologiques distincts, proposée par Mosser et al. en 2008 est venue raffinée celle proposée par
Mantovani et al en 2004. Cette nouvelle classification regroupe trois principaux états
d’activation/phénotypes : 1- les macrophages activés de maniere classique 2- les macrophages
réparateurs (Wound-healing) et 3- les macrophages régulateurs (Mosser et al., 2008). Les

réponses cellulaires de ces trois états d’activation sont distinctes.

D’abord, les macrophages activés de maniére classique sont généralement produits suivant leur
costimulation par les TLR et/ou par IFN-y. lls sécretent de grandes quantités de chimiokines et de

cytokines pro-inflammatoires et montrent une production accrue d’oxyde nitrique (NO). lls
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procurent une réponse efficace contre les infections bactériennes. De plus, ils possedent des
capacités de présentation antigénique accrues et favorisent une réponse Tn1 (Benoit et al., 2008).
Ensuite, les macrophages réparateurs favorisent généralement la réparation et le retour a
'homéostasie des tissus par une expression accrue d’arginase cytosolique et la production de
protéines reliées a la matrice extracellulaire. lls sont produits suivant la stimulation par I'lL-4 et/ou
I'lL-13, deux cytokines associées a une réponse Th. lls sont incapables d’agir a titre de cellules
présentatrices d’antigénes in vitro, produisent des niveaux négligeables de cytokines pro-
inflammatoires et montrent une efficacité réduite d’élimination des pathogénes intracellulaires
(Edwards et al., 2006). Ce type de macrophage peut également étre responsable d’effets
déléteres sur l'organisme lorsque leurs fonctions sont dérégulées. Par exemple, ils seraient
impliqués dans la formation de certains types de fibroses due a une trop grande production de
protéines de la matrice extracellulaire (Hesse et al., 2001, Wynn et al., 2010). Finalement, les
macrophages régulateurs seraient obtenus par une combinaison de complexes immuns et
d’agonistes des TLR ou par une combinaison de glucocorticoides et d’IL-10. D’autres facteurs tels
gue les prostaglandines, la phagocytose de cellules apoptotiques et certains ligands des
récepteurs couplés aux protéines G peuvent également favoriser ce phénotype. Afin d’exprimer
le phénotype de macrophages régulateurs, il semble essentiel pour ces cellules de recevoir deux
stimuli. Ces macrophages sécrétent du TGF-$ et de I'lL-10 et favorisent une réponse de type Th..
lIs participent donc de maniére significative afin de réduire l'intensité de la réponse immunitaire et
inflammatoire. Contrairement aux macrophages réparateurs, les macrophages régulateurs ne
contribuent pas a la formation de matrice extracellulaire (Mosser et al., 2008). Les fonctions
biologiques des macrophages sont donc variées et parfois opposées en favorisant a la fois la
réponse inflammatoire et sa résolution ou encore en contribuant a la destruction d’un tissu et sa
réparation (Gordon et al., 2005). Un résumé des différents stimuli générant chacun de ces états

d’activation est représenté a la figure 5.

Quoique cette classification des états d’activation soit plus efficace, elle ne reflete pas
nécessairement la réalité retrouvée in situ ou I'activation des macrophages se retrouve davantage
a des niveaux intermédiaires entre les différents états mentionnés. Toutefois, elle permet une plus
grande flexibilité puisque les différents états d’activation ne sont plus considérés comme un
continuum. De plus, il est nécessaire de noter que I'état d’activation des macrophages n’est pas
définitif et qu’il peut changer drastiquement si le microenvironnement dans lequel ils se retrouvent

est modifié. Cette difficulté a classifier les différents états d’activation des macrophages témoigne
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de leur grande capacité a s’adapter en fonction des différents signaux provenant de son
environnement, et de leur capacité a exercer un éventail complexe de fonctions biologiques
(Mantovani et al., 2004, Mosser et al., 2008, Murray et al., 2011a, Stout et al., 2005). Ainsi, pour
étre a méme d’explorer I'ensemble du spectre d’activation des macrophages une vision
dynamique des différents processus, incluant leur plasticité, leur réversibilité et la mémoire de leur
réponse doivent étre pris en considération (Martinez et al., 2014). D’ailleurs, devant I'absence de
consensus dans la nomenclature caractérisant les différents états d’activation des macrophages,
un collectif de chercheurs influents spécialisés dans la biologie des macrophages a proposé des
lignes directrices concernant la terminologie et la marche a suivre afin de mieux définir a la fois le
type de macrophages et les conditions expérimentales utilisées dans les études. Ceci dans le but
de faciliter la comparaison entre les différentes études et ainsi mieux caractériser les différents

phénotypes des macrophages (Murray et al., 2014).
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Figure 5. Diversité des fonctions biologiques des macrophages en réponse a différents stimuli. Les
macrophages activés de maniére classique sont générés suivant leur stimulation par I'lFN-y, le TNF ou le
LPS. lIs sont pro-inflammatoires avec des capacités antimicrobiennes accrues. La signalisation initiée en
réponse a I'lL-4 et/ou I'lL-13 favorise les macrophages réparateurs des tissus. Finalement, la combinaison
de différents stimuli comme I'lL-10, les complexes immuns et les cellules apoptotiques permet la sécrétion
de cytokines antiinflammatoires par les macrophages régulateurs.

Modifié de (Mosser et al., 2008)
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4.3 Les fonctions biologiques et cellulaires des monocytes et des macrophages

4.3.1 Les monocytes et les macrophages dans laréponse inflammatoire

L’inflammation est une réponse biologique normale, majoritairement bénéfique, qui a pour
principal objectif le retour a 'homéostasie des tissus a la suite d’'un trauma ou d’une infection
(Medzhitov, 2008). Les macrophages résidents des tissus agissent principalement en tant que
sentinelles permettant la détection rapide de menace pour 'homéostasie et orchestrent ainsi une
série de réponses spécifiques associées aux dangers qu’ils détectent. Par exemple, lors d’une
infection microbienne, les macrophages résidents des tissus vont reconnaitre les agents
pathogénes ce qui ménera a la sécrétion de molécules pro-inflammatoires telles que de
nombreuses cytokines. Ces agents pro-inflammatoires permettront, ultimement, une
augmentation de la perméabilité vasculaire et une infiltration leucocytaire (principalement des
neutrophiles) au site de linfection (Medzhitov, 2008). Les neutrophiles activés par I'agent
infectieux et les cytokines présentes au site inflammatoire déploient alors un arsenal de molécules
toxiques contenues dans leurs différents granules dont des ROS, des protéases et de I'élastase
permettant ainsi de combattre efficacement l'infection (Kobayashi et al., 2003). Toutefois, ces
molécules toxiques ne disposent d’aucun pouvoir de discernement relativement a leurs cibles ce
qui cause inévitablement des dommages aux tissus sains environnants (Nathan, 2002). La
résolution de I'inflammation et la réparation des tissus suite a I'élimination de I'agent pathogéne

sont nécessaires a une réponse inflammatoire aigué compléte et efficace.

La résolution de linflammation passe par I'élimination des cellules apoptotiques par les
phagocytes professionnels dont font partie les monocytes et les macrophages. L’apoptose ou
mort cellulaire programmée est un processus bien orchestré permettant une élimination propre,
c’est-a-dire en absence de libération du contenu cellulaire, de cellules devenues indésirables
(Nagata, 2010). Lors de l'apoptose, il y a d’abord une condensation de la chromatine et du
cytoplasme qui est accompagnée d'un bourgeonnement de la membrane plasmique. La cellule
se fractionne alors en plusieurs vésicules nommeées corps apoptotiques, qui contiennent des
organelles intactes, du cytoplasme et des fractions du noyau (Nagata, 2010). Ce phénoméne de
bourgeonnement et de production de corps apoptotiques n’est toutefois pas aisément observé
dans tous les types cellulaires, par exemple, dans le neutrophile. Finalement, le processus

d’apoptose prend fin une fois que les cellules et les corps apoptotiques sont ingérés, entre autres,
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par les macrophages, notamment en conditions inflammatoires. La phagocytose des cellules
apoptotique par les macrophages dématrre le processus de résolution de I'inflammation. Ainsi, les
macrophages sont non seulement impliqués dans la défense de l'organisme contre les
envahisseurs pathogenes, mais ils sont également essentiels a I'arrét de la réponse inflammatoire
et au retour a 'homéostasie des tissus. Une inflammation chronique caractérisée par le
remplacement des neutrophiles par un afflux de macrophages peut survenir dans I'éventualité ou
la résolution de l'inflammation est incompléte, que l'infection persiste ou qu’une réponse auto-
immune se développe. Les mécanismes menant a une inflammation chronique systémique
demeurent toutefois mal compris (Medzhitov, 2008). Les conséquences pathologiques résultant
d’'une réponse inflammatoire altérée en fonction du type de déclencheur initial sont représentées

a la figure 6.

Déclencheur Blessure aux tissus Stress et dysfonction des tissus
inflammatoire

v

Inflammation

v
S Défense de I'organisme o 5 A Adaptation au stress et retour a
Objectif o £ Réparation des tissus b o ; s e'
physiologique contre lI'infection I'état homéostatique

Autoimmunité, dommages
inflammatoires aux tissus
et septicémie

Fibrose, métaplasie et Changement de I’état homéostatique

Conséquences croissance tumorales et autoimmunité

pathologiques

Figure 6. Les conséquences physiologiques et pathologiques en fonction de I’agent pro-
inflammatoire. Le type de déclencheur inflammatoire initial démarrant la réponse inflammatoire influencera
la réponse physiologique de méme que le type de pathologique pouvant se développer.

Adaptée de Medzhitov (2008).
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4.3.2 Le recrutement des monocytes

Le recrutement des monocytes au site inflammatoire et leur différenciation en macrophages ou
en DC constituent un point tournant dans l'initiation de la réponse inflammatoire et les processus
inflammatoires subséquents permettant le retour a 'lhoméostasie. Les mécanismes permettant
leur recrutement sont trés similaires a ceux des autres leucocytes en ce sens qu’ils comprennent
sensiblement les mémes étapes soit, le roulement, 'adhésion, le rampement (« crawling ») et
finalement la transmigration tel que présentée dans la figure 7 (Gerhardt et al., 2015). Ainsi,
lorsqu’une infection ou un dommage survient dans un tissu, les cellules résidantes sécrétent de
nombreux médiateurs permettant le recrutement des cellules nécessaires telles que les
neutrophiles et les monocytes afin de contrer l'infection ou de favoriser la réparation de celui-ci.
Ces facteurs agissent comme chimioattractant afin de guider les cellules requises au site
inflammatoire. Parmi ces médiateurs, la sécrétion de MIP-1, de MIP-2, de MIP-3 et de RANTES
compte parmi les plus importants dans le recrutement des monocytes (Baggiolini et al., 1994). De
plus, différentes cytokines telles que I'lL-1B et le TNF activent les cellules endothéliales ce qui a
pour effet d’accroitre I'expression de différentes molécules d’adhésion telles que ICAM1 et
VCAML a leur surface (Gerhardt et al., 2015, Min et al., 2005). La signalisation initi€ée en réponse
aux chimiokines permet non seulement de guider les monocytes, mais également de modifier
I'affinité des molécules d’adhésion pour leur ligand. Ce processus nomme signalisation « Inside-
out » favorise un changement conformation des intégrines ce qui permet 'accessibilité au site de
liaison (Carman et al., 2003). L'interaction entre les monocytes et les cellules endothéliales se fait

via plusieurs molécules d’adhésion qui sont présentées dans le tableau 5.
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Tableau 5. Molécules impliquées dans le recrutement des monocytes

Nom commun CD Fonctions Ligand
LFA-1 CD11a, CD18 Roulement, locomotion, arrét ICAM-1, -2
MAC-1 CD11b, CD18 Arrét, locomotion, Plusieurs

transmigration, activation

VLA-4 CD49d, CD29 Adhésion, transmigration VCAM-1

JAML Arrét, transmigration VLA-4

Récepteur du poliovirus  CD155 Transmigration TIGIT4

MIC2 CD99 Transmigration

CD99L2 CD99L2 Transmigration

L-Sélectine CD62L Roulement, signalisation PSGL1, CD34

CCR1 CD191 Arrét CCL5

CCR5 CD195 Etalement, arrét, transmigration ~CCL5

CCR2 CD192 Adhésion, transmigration CCL2, CCL7,
CCL12

Eph A1, -2 Transmigration Ephrin-A
ligand

Eph B1-4 Transmigration Ephrin-B
ligand

Adapté de (Gerhardt et al., 2015)

Essentiellement, I'expression de LFA-1, Mac-1, VLA-4, CD62L permet la liaison de différents
ligands (ICAM1, -2, VCAM-1, PSGL-1, etc.) exprimés sur la surface luminale des cellules
endothéliales ce qui favorise le roulement et I'adhésion ferme des monocytes aux sites
inflammatoires (Gerhardt et al., 2015, Imhof et al., 2004). La signalisation initi€ée en réponse a
'adhésion ferme des monocytes sur les cellules endothéliales, principalement I'activation de
protéines de la famille Src et Pyk-2, permet la dissociation entre la VE-Cadherin et I'a-catenine ce
qui contribue a créer I'espace nécessaire entre les cellules endothéliales a la transmigration des
monocytes vers les tissus cibles. D’autres protéines telles que PECAM-1, le CD155, le CD99 de
méme que le CCR2 contribuent également au passage des monocytes a travers la paroi
vasculaire (Gerhardt et al., 2015, Imhof et al., 2004). La sécrétion de MMP telles que MMP-2 et
MMP-9 par les monocytes et les cellules résidentes facilite aussi leur passage en dégradant
diverses composantes de la matrice extracellulaire. Une fois a destination, les monocytes peuvent
directement exercer leurs fonctions exécutrices ou bien se différencier en macrophages et en DC

selon les différents signaux présents au site inflammatoire.
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Figure 7. Etapes du recrutement des monocytes aux sites inflammatoires. L’activation des
cellules endothéliales par des cytokines pro-inflammatoires méne a I'expression de molécules
d’adhésion a leur surface. La liaison entre les sélectines lors de I'étape du roulement des
monocytes active les intégrines et permet ainsi une adhésion plus ferme entre les monocytes et
les cellules endothéliales. Par la suite, l'interaction entre différentes molécules et la sécrétion de
MMP permet I'extravasation des monocytes vers le site inflammatoire. Modifiée de (Ley et al.,
2007)

4.3.3 La phagocytose

La phagocytose est une fonction cellulaire permettant linternalisation par un mécanisme
dépendant de l'actine et la dégradation d’'une variété de particules d’origine biologique ou non
d’une taille supérieure a 0,5 um, telles que les microorganismes, les cellules sénescentes et les
débris environnementaux (Aderem et al., 1999, Underhill et al., 2012b). La phagocytose comporte
une série d’événements complexes permettant la reconnaissance, linternalisation et la
destruction de la particule ciblée. Ces différentes étapes sont présentées dans la figure 9. Les
phagocytes professionnels regroupent plusieurs cellules spécialisées comprenant les monocytes,
les macrophages, les cellules dendritiques et les granulocytes. lls sont caractérisés, entre autres,
par leur capacité accrue a exercer la phagocytose. Ces cellules hautement spécialisées
possedent un large éventail de récepteurs afin de bien identifier leurs cibles et ainsi permettre
I'élimination efficace des particules indésirables. Dans certains cas, les particules devant étre

éliminées sont « marquées » par des molécules, nommées opsonines, telles que les Ac et
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certaines composantes de protéines du complément ce qui facilite leur reconnaissance et leur
internalisation. Par exemple, les monocytes et les macrophages possédent des récepteurs tels
que les récepteurs Fc (FCR) et les récepteurs du complément qui sont dédiés a la reconnaissance
de ces opsonines (Aderem et al., 1999, Ravetch et al., 2001). Les cellules phagocytaires sont
également responsables de I'élimination de particules non opsonisées et reconnaissent leurs
cibles par d’autres récepteurs comme le récepteur Dectin 1 et le récepteur du mannose qui
reconnaissent respectivement le B-glucan et 'a-mannan présent a la surface de différents
microbes comme les organismes fongiques (Brown, 2006) ou le récepteur « macrophage receptor
with collagenous structure » (MARCO) (Elomaa et al., 1995) et le « scavenger receptor (SR) A »
(Bowdish et al., 2009) permettant, entre autres, la reconnaissance de certaines bactéries. De plus,
les macrophages possédent un nombre impressionnant de récepteurs permettant la distinction
entre les cellules apoptotiques devant étre éliminées et les cellules viables devant étre épargnées.
Parmi ces récepteurs, on retrouve le récepteur de la phosphatidylsérine (Fadok et al., 2000, Fadok
et al., 2001, Hoffmann et al., 2001), le CD36 (Greenberg et al., 2006, Navazo et al., 1996, Ren et
al., 1995), le CD14 (Devitt et al., 1998, Devitt et al., 2003, Schlegel et al., 1999) permettent
I'identification des cellules a étre éliminées et le CD47 celles devant étre épargnées (Lawrence et
al., 2009). Les récepteurs permettant la reconnaissance de ces différentes particules et leurs

implications dans I'inflammation sont présentés a la figure 8.
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Figure 8. Principaux signaux de reconnaissance, les récepteurs impliqués et leurs implications dans
la réponse inflammatoire. Différents récepteurs permettent la reconnaissance des particules devant étre
éliminées et dépendamment des récepteurs activés par la particule, la réponse physiologique différe.

Modifiée de Stuart et al. (2005).
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La phagocytose est initi€ée suivant la reconnaissance de la particule par les récepteurs ce qui
méne a une mobilisation du cytosquelette d’actine au site d’interaction récepteur-particule et
linternalisation de ladite particule par un mécanisme dépendant de l'actine. Par la suite,
linternalisation de la particule forme une vacuole nommée phagosome. La formation du
phagosome nécessite I'activation de nombreuse kinase (Syk, PI3K, etc.), un remodelage du
cytosquelette et une accélération du trafic membranaire (Aderem et al., 1999, Araki, 2006, Eng et
al., 2007, Harrison et al., 2002, Kwiatkowska et al., 1999). Ensuite, la maturation du phagosome
vers le phagolysosome se fait de facon graduelle en recrutant, a chaque étape, une variété
différente de protéines permettant, ultimement, I'acidification du compartiment phagosomal, le
recrutement d’enzymes hydrolytiques, la synthése de ROS et le recrutement et I'activation de
différentes protéases (Hampton et al., 1998, Vieira et al.,, 2002). Suivant la formation du
phagolysosome, une multitude d’éléments toxiques y sont retrouvés permettant ainsi la
dégradation et I'élimination de la particule phagocytée. Dans les cellules présentatrices
d’antigénes, les composés obtenus lors de I'étape de dégradation de la particule peuvent ainsi
contribuer a l'activation de la réponse immunitaire adaptative suivant la présentation des

antigénes obtenus dans le contexte de molécule de CHM de classe Il (Underhill et al., 2012b).
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Figure 9. Principales étapes de la phagocytose. Les interactions entre les récepteurs de surface et les
protéines membranaires du phagocyte permettent l'identification de la particule cible. Une fois identifiée, la
particule est internalisée puis dégradée suivant le recrutement d’enzymes hydrolytiques et a I'acidification
du phagolysosome. Les molécules issues de la dégradation de la particule peuvent ensuite étre présentées
aux lymphocytes afin d’enclencher la réponse immunitaire adaptative. A chaque étape, le phagocyte
acquiert 'information nécessaire afin d’initier la réponse adéquate pour chaque type de particule.

Modifié de (Underhill et al., 2012a)

cellulaires

4.3.3.1 La phagocytose effectuée par I’entremise des récepteurs FcRy

Les FcR qui reconnaissent la portion constante des immunoglobulines peuvent étre classés selon
leur capacité a activer ou a inhiber les cellules qui les expriment. Ainsi, les récepteurs activateurs
regroupent le FcyRI (CD64), FcyRIIA (CD32A) et FcyRIIl (CD16) qui possédent un domaine
«immunoreceptor tyrosine-based activation motif» (ITAM) dans leur portion cytoplasmique
permettant ainsi le recrutement de différentes kinases nécessaires pour enclencher les différents
évenements de signalisation permettant, entre autres, I'internalisation de particules opsonisées.
Au contraire, le FcyRIIB (CD32B) ayant un rble inhibiteur, ne posséde pas de domaine ITAM et

ne participe pas a la phagocytose. L’engagement des FcR suivant la reconnaissance de la
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particule méne a la phosphorylation du motif ITAM par des kinases membre de la famille Src telles
que HcK, Lyn ou Fgr et le recrutement subséquent de la protéine kinase Syk grace a son
domaine SH2 (Agarwal et al., 1993, Ghazizadeh et al., 1994, Ghazizadeh et al., 1995, Hamada
et al., 1993, Johnson et al., 1995, Kiener et al., 1993, Wang et al., 1994). Le r6le de ces protéines
dans la phagocytose effectué par I'entremise des FcR est primordial puisque les cellules
n’exprimant pas Hck, Lyn, Fgr ou Syk possédent des capacités réduites a exercer la phagocytose
de particules opsonisées par des IgG (Cox et al., 1996, Crowley et al., 1997, Fitzer-Attas et al.,
2000, Kiefer et al., 1998). L’activation de Syk initie les différentes voies de signalisation dont celle
de la PI3K/Akt ce qui méne a la transcription de différents génes, au réarrangement du
cytosquelette et a la sécrétion de médiateurs inflammatoires (Getahun et al., 2015). Une fois la
particule liée aux FcR et les événements de signalisation initiés, la cellule débute son
internalisation, par le recrutement de membrane, de myosine et la mobilisation du cytosquelette
d’'actine. La coordination de I'ensemble de ces processus est assurée par des mécanismes
impliquant la PI3k/Akt et de petites GTPase de la famille Rho telles que Cdc42 et Rac (Goodridge
et al., 2012).

4.3.3.2 La phagocytose par les lectines

Les phagocytes professionnels expriment aussi & leur surface plusieurs lectines permettant la
reconnaissance de carbohydrates endogénes ou exogénes contribuant a lidentification de
microbes, notamment les organismes fongiques. Parmi ces lectines, on retrouve le récepteur du
mannose (MR) et le récepteur dectin-1 qui lient respectivement I'a-mannan et le B-glucan, deux
composantes de la paroi de certains microbes comme la levure Saccharomyces cerevisiae.
L’expression de I'un ou l'autre de ces récepteurs permettent la phagocytose de particule de
zymosan, issus de S. cerevisiae par les cellules normalement non phagocytaires. Dectin-1
posséde un domaine ITAM dans sa région cytoplasmique et la liaison de B-glucan initie
sensiblement les mémes voies de signalisation que 'engagement des FcR. Ainsi, suivant la liaison
de zymosan ou de B-glucan, les protéines membres de la famille Src phosphoryle le domaine
ITAM de dectine-1 permettant de recruter Syk et d’enclencher les mécanismes menant a
I'internalisation de la particule. Toutefois, selon le type cellulaire étudié, la nécessité de I'un ou
l'autre de ces intermédiaires de signalisation varie et cette variabilité s’explique par le fait que

d’autres récepteurs, tels que le MR et le CR3, sont aussi impliqués dans la phagocytose de
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zymosan ou bien par une certaine redondance avec d’autres protéines de la famille Src ou Zap70,

une protéine similaire a Syk (Goodridge et al., 2012, Goodridge et al., 2009).

4.3.3.3 La phagocytose par les récepteurs du complément

Certaines composantes des protéines du complément peuvent servir d’opsonine et ainsi participer
a la reconnaissance et linternalisation de particules diverses. Ainsi, les monocytes et les
macrophages expriment plusieurs récepteurs du complément (CR). Par exemple, le CR1 exprimé
notamment a la surface des monocytes, posséde un domaine extracellulaire de lectine qui permet
la reconnaissance de différentes opsonines microbiennes telles que le C1q, C4q, C3b et la lectine
liant le mannan (MBL) (Ghiran et al., 2000, Klickstein et al., 1997, Ross, 2000). Bien que le CR1
augmente la phagocytose effectuée par I'entremise des FcR et celle de particules opsonisées par
la MBL, il est incapable de déclencher linternalisation de la particule en absence de signaux
supplémentaires. Il contribuerait davantage a la reconnaissance et la liaison de la particule qu’'a
son internalisation a proprement parler (Ghiran et al., 2000, Klickstein et al., 1997). Les monocytes
et les macrophages expriment également le CR3 (aussi nommer Mac-1 ou CD11b/CD18) qui
permet la reconnaissance de la composante du complément iC3b. Comme pour le CR1, le CR3
nécessite d’autres signaux tels que le TNF ou le LPS pour mener a l'internalisation de la particule
(Wright et al., 1985).

4.3.3.4 La phagocytose par les récepteurs scavenger

Les SR forment une famille de récepteurs initialement reconnue pour lier et amorcer
I'internalisation de lipoprotéines modifiées. De plus, il est maintenant connu que certains d’entre
eux peuvent également lier d’autres macromolécules telles que le LPS et ainsi favoriser la
reconnaissance et l'internalisation de certaines particules. Par exemple, le SR-A exprimé a la
surface des macrophages permet la liaison et l'internalisation de bactéries. Par conséquent, la
phagocytose de bactéries est altérée dans les macrophages déficients en SR-A. De plus, un autre
SR nommé MARCO, exprimé a la surface des macrophages, posséde différents ligands, dont les

bactéries (Gram positive et négative) et les particules de latex. L’inhibition de MARCO réduit
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I'efficacité d’internalisation de ces particules (Peiser et al., 2000, Thomas et al., 2000, van der
Laan et al., 1999).

4.3.3.5 La phagocytose de cellules apoptotiques

L’élimination par apoptose des cellules endommagées ou devenues inutiles fait partie intégrante
de la formation, de la différenciation et du maintien de 'lhoméostasie des tissus. De plus, dans
certaines conditions, une quantité impressionnante de cellules apoptotiques peut étre générée,
par exemple suivant une blessure ou un trauma qui déclenche une réponse inflammatoire. Les
granulocytes, majoritairement les neutrophiles, sont recrutés massivement au foyer inflammatoire
et contribuent a augmenter la quantité de cellules apoptotiques a éliminer. L’élimination efficace
des cellules apoptotiques par les phagocytes professionnels ou les cellules environnantes avant
gu’elles n’entrent en nécrose secondaire permet de prévenir la libération de composés toxiques
ou pro-inflammatoires (Duffin et al., 2010). Plusieurs signes pathologiques incluant une
inflammation accrue, des dommages aux tissus et 'accumulation de cellules mourantes sont
communs a plusieurs maladies inflammatoires chroniques. Ainsi, 'échec d’'une phagocytose
efficace des corps et des cellules apoptotiques est suspecté de jouer un réle crucial dans le
développement de nombreuses maladies auto-immunes et inflammatoires telles que le SLE, la
fibrose kystique et 'AR (Hanayama et al., 2004, Huynh et al., 2005, Munoz et al., 2005, Vandivier
etal., 2002). De plus, une réponse immune générant des auto-Ac serait causée par I'accumulation
de cellules apoptotiques ce qui diminuerait I'efficacité de la résolution et aggraverait I'inflammation

chronique (Hanayama et al., 2004, Munoz et al., 2005).

Plusieurs facteurs contribuent a la reconnaissance des cellules apoptotiques par les
macrophages. La modification des molécules exprimées a la surface des cellules lors de
'apoptose contribue de maniére importante a leur reconnaissance par les phagocytes. Une
panoplie de combinaison ligand-récepteur existe ce qui crée une certaine redondance dans les
mécanismes d’élimination des cellules apoptotiques. Cette redondance souligne la nécessité
d’éliminer ces cellules rapidement et efficacement. Parmi ces modifications, la perte de 'asymétrie
des phospholipides membranaires accompagnée d’une translocation des phosphatidylsérine (PS)
vers le feuillet externe de la membrane observée lors de I'entrée en apoptose de différents types

cellulaires est sans aucun doute le plus universel et le plus étudié des signaux émis (Erwig et al.,
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2008, Fadok et al., 1992, Yamanaka et al., 2005). Les PS ainsi exprimées a la surface des cellules
apoptotiques jouent un réle essentiel dans la reconnaissance et la phagocytose de ces cellules
par les macrophages (Fadok et al., 1992, Kenis et al., 2006). Malgré la découverte, au début des
années 1990, du réle joué par I'exposition des PS a la surface des cellules apoptotiques dans leur
élimination par les phagocytes, ce n'est qu'une décennie plus tard que la caractérisation du
récepteur des PS, nommé PSR, fut effectuée (Fadok et al., 2000). L’expression de cette molécule
nouvellement identifiée dans différentes lignées cellulaires leur confére la capacité de lier et de
phagocyter les cellules apoptotiques (Fadok et al., 2000). De plus, ce récepteur permet aux
cellules transfectées d’adopter un comportement anti-inflammatoire en limitant la libération de
TNF et en favorisant la libération de TGF-3 suivant la liaison de PS (Fadok et al., 2000).

Tel que mentionné précédemment, plusieurs autres récepteurs contribuent également a la
reconnaissance et I'élimination des cellules apoptotiques. Par exemple, le CD36, un SR de classe
B, est également impliqué dans la phagocytose de cellules apoptotiques. Cette glycoprotéine est
exprimée a la surface de plusieurs types cellulaires, dont les plaguettes, les monocytes et les
cellules endothéliales (Aderem et al., 1999). Ce récepteur reconnait différents ligands dont le
collagéne de type I, la thrombospondine (TSP), le LDL oxydé et la PS (Aderem et al., 1999). La
transfection de CD36 permet a différents types cellulaires d’acquérir la capacité de phagocyter
plusieurs cellules apoptotiques distinctes telles que les neutrophiles, les fibroblastes et les
lymphocytes (Greenberg et al., 2006, Navazo et al., 1996, Ren et al., 1995). Le role du CD36 dans
I'élimination des cellules apoptotiques in vivo est montré par une accumulation de cellules
apoptotique aux sites de Iésion chez les souris CD367 ce qui montre une lacune au niveau de
I'efficacité avec laquelle les cellules apoptotiques sont éliminées (Greenberg et al., 2006, Lucas
et al., 2006). De facon intéressante, les macrophages issus du péritoine des souris CD36 - sont
incapables de lier la forme oxydée de PS alors que ceux provenant de la souche WT montrent
une préférence marquée pour cette forme de PS (Greenberg et al., 2006). Finalement, plusieurs
autres récepteurs permettant la phagocytose des cellules apoptotiques sont connus et le lecteur
est invité a consulter les articles suivants afin d’en apprendre davantage sur ceux-ci (Aderem et
al., 1999, Erwig et al., 2008, Fadeel et al., 2010, Fullard et al., 2009, Krieser et al., 2002). Les
récepteurs exprimés par les monocytes et les macrophages qui sont impliqués dans la

phagocytose sont répertoriés au tableau 6.
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Tableau 6 : Récepteurs impliqués dans la phagocytose.

Type de récepteur Ligands
FcyRI (CD64) Particules opsonisées par IgG, CRP et SAP
FcyRIl (CD32) Particules opsonisées par IgG, CRP et SAP
FcyRIIl (CD16) Particules opsonisées par IgG, CRP et SAP
CR1 Particules opsonisées par MBL, C1q, C4b et C3b
CRS3 Particules opsonisées iC3b
CR4 Particules opsonisées iC3b
SRA Bactérie, LPS, Acide lipoteichoique
MARCO Bactérie, cellule apoptotique
Récepteur du mannose (CD206) Mannan, levure
Dectin-1 B1,3 —glucan, levure
CD14 LPS, peptidoglycan

CR : récepteur du complément, SRA : récepteur scavenger A, CRP : C-reactive protein,
SAP :Serum amyloid P, MBL : Mannose binding lectine

Adapté de Underhill et al. (2002)

4.3.4 La sécrétion de métalloprotéases de la matrice

La famille MMP comprend 23 membres chez I'humain qui reconnaissent différents substrats. Ces
protéases sont notamment caractérisées par un motif trés conservé qui est composé de trois
histidines permettant la liaison d’un ion de zinc (Zn?*) au site catalytique d’ou leur appellation de
métalloprotéase. En réponse a différents stimuli, les MMP peuvent étre sécrétées ou retrouvées
ancrées a la membrane d’'une grande variété de cellules. Différents mécanismes permettent le
contréle de l'activité des MMP, dont leur production sous forme de zymogéne, la disponibilité de
leur substrat et la présence d’inhibiteurs dans le tissu. Par exemple, des inhibiteurs spécifiques
des MMPs nommeés «tissue inhibitors of metalloproteinase (TIMP)» sont sécrétés par les
différents tissus du corps ce qui permet une régulation de l'activité des MMP adaptée a chacun
d’entre eux (Baker et al., 2002). De par leur capacité a dégrader plusieurs composantes de la
matrice extracellulaire, les MMP sont essentielles a son renouvellement, sa dégradation et son
remodelage. En plus de la matrice extracellulaire, les MMP peuvent aussi cliver différentes
cytokines et chimiokines (Nissinen et al., 2014, Parks et al., 2004). Par exemple, MMP-2 et MMP-
9 peuvent non seulement cliver la proforme de I'lL-1B et permettre a la forme active d’étre libérée,
mais également de cliver I'lL-13 mature et ainsi désactiver son activité biologique (Ito et al., 1996,
Schonbeck et al., 1998). De maniére similaire, les MMP peuvent réguler la concentration de

diverses molécules chimioattractantes et ainsi contréler le recrutement de différents leucocytes
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aux sites inflammatoires. Ainsi, les produits du clivage de MCP-1, -2, -3 et -4 par MMP-1 résultent
en des antagonistes du CCR1, du CCR2 et du CCR3 affectant le recrutement de différents
leucocytes, dont les monocytes. De plus, les produits de dégradation des chimiokine MCPs
réduisent 'inflammation dans un modéle d’'inflammation de la patte chez le rat (McQuibban et al.,
2002). Egalement, le clivage de I'lL-8 par MMP-9 potentialise son activité (Van den Steen et al.,
2000). En somme, en plus de leur réle dans la réorganisation de la matrice extracellulaire, les
MMP régulent également tous les niveaux des processus inflammatoires notamment en
augmentant la perméabilité vasculaire facilitant ainsi I'extravasation des leucocytes et en

modifiant I'activité et la disponibilité de différents médiateurs de l'inflammation.

4.3.5 La sécrétion de cytokines

En plus de lors role dans I'élimination des pathogénes, des particules étrangéres, des cellules
apoptotiques et des débris tissulaires, les monocytes et les macrophages régulent également les
différentes étapes de la réponse inflammatoire. Pour ce faire, ils sécretent des médiateurs
solubles tels que les cytokines, les médiateurs lipidiques et les chimiokines permettant de
coordonner non seulement linflammation, mais également le maintien ou le retour a
'homéostasie des tissus. Bien évidemment, le profil de cytokines produites par les macrophages
sera influencé par le type de stimuli auxquels ils sont exposés. Il est bien connu que la détection
d’'un agent pathogéne, la phagocytose de particule opsonisée et la présence de médiateurs pro-
inflammatoires tel que I'IFN-y ménera a l'activation des monocytes et des macrophages. En
conséquence, ils sécréteront des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF, I'lL-1p, I'lL-8,
'lL-12 et I'IL-23 qui participeront a mettre en ceuvre les différents mécanismes antimicrobiens
contribuant a I'élimination de I'agent pathogéne (Baggiolini et al., 1994, Byrne et al., 2002, Fadok
et al., 1998, Trinchieri, 2003, Voll et al., 1997). De maniére similaire, la présence de cellules
nécrotiques résultantes d’'une infection ou d’'un traumatisme au tissu stimulera la sécrétion de TNF
et d’IL-6 par les macrophages (Cocco et al., 2001). Ainsi, la sécrétion de TNF et d’IL-8 facilite le
recrutement des leucocytes notamment en augmentant la perméabilité de I'endothélium
vasculaire et en agissant comme chimioattractant (Baggiolini et al., 1994, Marcos-Ramiro et al.,
2014). L’IL-12, pour sa part, favorise le développement d’une réponse Tn1 ou davantage d’IFN-y
sera produit par les lymphocytes ce qui soutiendra I'activation des monocytes et des macrophages

et ainsi la réponse inflammatoire (Trinchieri, 2003). De plus, les macrophages peuvent également
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exprimer du TNF membranaire qui cause la mort cellulaire de maniere dépendante du contact
entre les cellules (Allenbach et al., 2006, Meszaros et al., 2000). Une expression persistante de
plusieurs de ces cytokines, notamment I'lL-6 et le TNF, est associée a plusieurs maladies
inflammatoires et auto-immunes telles que 'AR et le SLE (Mclnnes et al., 2007, Ronnblom et al.,
2010).

Lorsque la cause d’'une réponse inflammatoire est en voie d’étre éliminée, cette derniére doit étre
progressivement atténuée afin de permettre la mise en place des processus permettant sa
résolution et ainsi éviter des dommages excessifs au tissu (Nathan, 2002). Ainsi, le
microenvironnement dans lequel se retrouvent les monocytes et les macrophages change et
favorise la modification de leurs phénotypes vers les macrophages régulateurs et les
macrophages réparateurs. L’accumulation de cellules apoptotiques et leur élimination
subséguente par les macrophages sont des facteurs permettant ce changement environnemental.
Par exemple, I'ajout de neutrophiles apoptotiques dans une culture de monocytes stimulés au
LPS est suffisant pour inhiber leur sécrétion de TNF, d’IL-1B, d’IL-6, d’'IL-12, de MCP-1 et de MIP-
1a et, en contrepartie, stimuler la sécrétion de TGF-B et d’'IL-10, deux cytokines ayant des
propriétés anti-inflammatoires (Byrne et al., 2002, Duffield et al., 2001, Fadok et al., 1998, Freire-
de-Lima et al., 2000, Voll et al., 1997). Le méme phénomene est observé dans les macrophages
non stimulés ou activés par les puissants agonistes classiques tels que le TNF ou I'lFN-y (Duffield
et al., 2001, Fadok et al., 1998, Freire-de-Lima et al., 2000, Huynh et al., 2002, McDonald et al.,
1999). L’engagement de certains récepteurs reconnaissant les cellules apoptotiques tel que le
CD36, celui de la vitronectine (avBs intégrine) et le récepteur de la phosphatidylsérine jouent un
réle majeur dans la sécrétion de TGF-B (Freire-de-Lima et al., 2000, Huynh et al., 2002, Voll et
al., 1997). De plus, I'lL-10 ainsi sécrétée peut agir de maniére autocrine et inhiber davantage la
sécrétion de TNF, d’IL-1 et d’IL-6 par les macrophages (Fiorentino et al., 1991). Ainsi, la
phagocytose de cellules apoptotiques par les macrophages atténue la réponse inflammatoire et
contribue a la résolution de l'inflammation. Toutefois, I'altération ou la dérégulation des fonctions
réparatrices des macrophages ménent a I'apparition de pathologies, dont la fibrose (Wynn et al.,
2016).

65



66



Hypothése du projet de recherche

L’implication de I'lL-21 dans le développement de plusieurs pathologies inflammatoires est
indéniable. Différentes stratégies, telles que [l'utilisation de protéines de fusion (IL-21.Fc)
permettant le blocage de I'lL-21 endogéne, ont notamment permis d'illustrer son réle dans le
développement de I'AR et du SLE (Bubier et al., 2007, Herber et al., 2007, Ryu et al., 2015, Young
et al., 2007). Il est donc normal que différentes stratégies thérapeutiques ciblant directement I'lL-
21 ou les intermédiaires dans les voies de signalisation qu’elle active aient été développées afin
de réduire la progression de la maladie chez les individus atteints. Toutefois, malgré une
augmentation constante des connaissances et une bonne caractérisation de I'effet de I'lL-21 sur
les cellules de la lignée lymphoide, un manque flagrant de connaissances portant sur les effets
de cette cytokine sur les cellules de la lignée myéloide demeure. En raison de I'importance des
monocytes/macrophages durant linflammation et la défense de l'organisme, il devient
incontournable d’étudier I'effet de cette cytokine sur ces acteurs de l'inflammation afin de mieux
anticiper les effets de l'utilisation de telles stratégies sur leur physiologie cellulaire respective.
Etant donné le peu dinformation disponible concernant I'étude de [interaction IL-21-
monocytes/macrophages, il est primordial d’étudier le role de I'lL-21 sur ces cellules en paralléle
et ainsi caractériser 'effet de cette cytokine sur leurs principales fonctions. Compte tenu du role
de I'IlL-21 et de celui des monocytes/macrophages durant I'inflammation et des données issues

de la littérature, 'hypothése de recherche du présent projet de doctorat est :

La biologie des monocytes et des macrophages humains est modulée par P’IL-21.
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Objectifs du projet de recherche

Objectif général

Caractériser I'effet de I'lL-21 sur certaines fonctions des monocytes et des macrophages ainsi que

les voies de signalisation impliquées.

Objectifs spécifiques

1- Déterminer I'expression du récepteur de I'lL-21 sur les cellules suivantes: la lignée
cellulaire THP-1, les monocytes humains primaires et les macrophages différenciés a partir de
monocytes humains.

2- Déterminer I'effet de I'lL-21 sur les fonctions des monocytes et des macrophages, a savoir : la
phagocytose, la production de cytokines, I'adhésion cellulaire.

3- Déterminer les voies de signalisation régulées par I'IL-21 qui sont impliquées dans la
modulation de ces fonctions : Jak/STAT, MAPK, PI3K/AKT, Syk.
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Résumé de l'article 1 en francais

L’IL-21 augmente la phagocytose des phagocytes mononucléés : identification de la

Spleen tyrosine kinase comme nouvelle cible moléculaire de I’'IL-21

Le réle du systeme IL-21/IL-21R dans les monocytes/macrophages humains n’est pas
bien caractérisé et I'expression de I'lL-21R est méme parfois contestée. Dans cette étude,
nous démontrons pour la premiére fois, & notre connaissance, que la lignée
cellulaire THP-1 exprime a sa surface les deux composantes de I'lL-21R, soit le CD132
(yc) et 'IL-21Ra. De plus, nous montrons que I'lL-21 augmente la phagocytose effectuée
par I'entremise des FcR, sans toutefois moduler I'endocytose. La capacité de I'lL-21 a
accroitre la phagocytose n’était pas associée a une augmentation de I'expression de son
récepteur a la surface des cellules. De plus, aucune synergie n’a été observée entre I'lL-
21 et 'IL-15. L’IL-21 active la « Spleen tyrosine kinase » tel que démontré par sa capacité
a augmenter la phosphorylation de cette protéine. Nous avons montré I'implication de
I'activation de Syk dans 'augmentation de la phagocytose par I'lL-21 en utilisant des
inhibiteurs pharmacologiques de Syk et en réduisant son expression protéique par des
oligonucléotides anti-sens. De plus, nous montrons que le CD132 et I'lL-21Ra sont
exprimés a la surface des monocytes primaires humains et les macrophages dérivés des
monocytes différenciés au GM-CSF. De plus, I'lL-21 accroit également les capacités de
phagocytose de ces cellules. Nous concluons donc que I'lL-21 posséde des effets
biologiques dans les phagocytes mononucléés et que Syk est une nouvelle cible
moléculaire de I'lL-21 qui était jusqu’a maintenant inconnue. Par conséquent, le
développement futur de stratégies thérapeutiques visant le systeme IL-21/IL-21R devrait
tenir compte que la physiologie des monocytes et des macrophages pourrait en étre

affectée.
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The Journal of Immunology

IL-21 Enhances Phagocytosis in Mononuclear Phagocyte
Cells: Identification of Spleen Tyrosine Kinase as a Novel
Molecular Target of IL-21

Francis Vallieres and Denis Girard

The biological significance of the IL-21/IL-21R system in human monocytes/macrophages is not well documented, and the expres-
sion of IL-21R is unclear and has been disputed. In this study, we showed for the first time, to our knowledge, that human monocyte—
like THP-1 cells expressed the two IL-21R components, CD132 (yc) and IL-21R«, on their cell surface, as assessed by flow
cytometry. Moreover, IL-21 was found to enhance FcR-mediated phagocytosis, but not endocytosis. The ability of IL-21 to enhance
phagocytosis was not associated with an increased expression of both IL-21R components at the cell surface, and IL-21 did not act
in synergy with IL-15. IL-21 activated spleen tyrosine kinase (Syk), as evidenced by its ability to increase Syk phosphorylation.
Using a pharmacological approach to inhibit Syk activity, and an antisense technique to downregulate Syk protein expression, we
demonstrated the importance of Syk in [L-21-induced phagocytosis. In addition, both CD132 and IL-21R« were expressed on the
cell surface of naive monocytes, as well as in GM-CSF-monocyte-derived macrophages. Moreover, IL-21 also induced phagocy-
tosis in these cells. We conclude that IL-21 possesses important biological effects in mononuclear phagocyte cells and that Syk is
a novel molecular target of 1L.-21 that was previously unknown. Therefore, future development of therapeutic strategies targeting
the IL-21/IL-21R system should consider that monocyte and macrophage cell physiology may be affected by this system. The
Journal of Immunology, 2013, 190: 2904-2912.

D132 (ye¢)-dependent cytokines (CD132-DCs), including HL-60 cells differentiated toward the monocyte or macrophage
1L-2, TL-4, IL-7, IL-9, IL-15, and IL-21, play crucial phenotype and IL-21Ra was also detected by Western blot anal-

roles in the development, proliferation, survival, and ysis in both human monocytes and monocyte-derived macro-
differentiation of multiple cell lineages of both the innate and phages (11). A recent study indicated that IL-21 modulated its
adaptive immune systems (1-6). IL-21, the most recently dis- effect on monocytes by maintaining CD16 expression via the pro-
covered of the CD132-DC, mediates biological activities via its duction of IL-10 by human naive CD4™ T cells (20). Despite this,
receptor, which is composed of CD132 and IL-21Ra subunits (7— the role of IL-21 on phagocytosis, a major function of myeloid cells,
9). Binding of IL-21 1o its receptor leads to activation of the Jak— is presently unknown. In this study, we report for the first time, to

STAT pathway, predominantly Jak-1, Jak3, STATI, and STAT3 (1, our knowledge, that mononuclear cells express IL-21Ra on their
7. 8, 10). In addition to the Jak—STAT pathway, IL-21 also acti- cell surface and that IL-21 enhances FcR-mediated phagocytosis
vates MAPKs and PI3K pathways (10, 11). Although its roles in in the human monocytic cell line THP-1, as well as in isolated

lymphoid cells have been (and are still) intensively studied (12— monocyles and GM-CSF-monocyte-derived macrophages. In ad-
14), the effects of TL-21 in myeloid cells have attracted much less dition, using a pharmacological approach as well as an antisense
attention (15). In fact, although several studies have demonstrated strategy. we have demonstrated that spleen tyrosine kinase (Syk) is
that IL-21 can inhibit dendritic cell activation and maturation (16— a novel and important target of IL-21 for enhancing phagocytosis.

19), its role in other myeloid cells is poorly documented. More-
over, there is presently no evidence that monocytes and/or mac-

Materials and Methods

rophages express IL-21R« on their cell surface. Although human Reagents

neutrophils express CD132, they do not express IL-21Ra, con- RPMI 1640 medium, HEPES, penicillin/streptomycin, heat-inactivated
sistent with the inability of IL-21 to directly activate these cells FBS, Opti-MEM, and HBSS were purchased from Invitrogen (Grand
(11). In contrast, TL-21Ra was detected in human preomyelocyte Island. NY). The anti—phospho-specific Erk1/2 Ab was purchased from

BioSource International (Camarillo, CA), and the rabbit polyclonal Erk1/2
Ab was obtained from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Anti-
sheep RBCs, FITC-dextran, piceatannol, and trypan blue were from

Laboratoire de Recherche en Inflammation et Physiologie des Granulocytes, Univer- Sigl'l‘la-Aldl'iLj]'l (Sl- Louis, MO). Ficoll-Paque was Ublfmmd from GE
sité du Québec, Institut National de la Recherche Scientifique-Institut Armand- Healthcare BioScience (Uppsala, Sweden). Cytokines (GM-CSF, IL-15,
Frappier, Laval, Québec H7V 1B7, Canada and IL-21) were purchased from PeproTech (Rocky Hill, NJ). Anti-1L-

21Ra Ab was from R&D Systems (Minneapolis, MN), and anti-1L-2Ry
. . . . X (CD132) and anti-Syk Abs were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Thf“ work was “UPP”I‘?d by the Canadian ,m“[}IU[E“ of Health. FV b“]d“ a Nawral Cruz, CA). Anti—phosphorylated Syk and Akt were from Cell aling
Sciences and Engineering Research Council of Canada Master of Science award. -

Received for publication July 12, 2012. Accepted for publication January 10, 2013.

Technology (Danvers, MA). Sheep RBCs (SRBCs) were purchased from
Address correspondence and reprint requests to Dr. Denis Girard, Institut National de Lampire Biological Laboratories (Pipersville, PA). All secondary Abs were
la Recherche Scientifique-Institut Armand-Frappier, 531Boulevard des Prairies, purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA).
Laval, Québec H7V IB7, Canada. E-mail address: denis.girard@iaf.inrs.ca
Abbreviations used in this aricle: CD132-DC, CD132 (yo)-dependent eytokine; Cell culture, isolation of monocytes, and preparation of
HMDM, human monocyte-derived macrophage; MFI, mean fluorescence intensity: m()m)c‘)'rc—dcrfve(] ,”(,c»r()lgfmg()_g

SRBC, sheep RBC; Syk, spleen tyrosine kinase.
THP-1 cells were obtained from American Type Culture Collection
Copyright © 2013 by The American Association of Immunologists, Inc. 0022-1767/13/$16.00 (Manassas, VA) and cultured in RPMI 1640 medium supplemented with
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2.05 mM rL-glutamine, 25 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml
streptomycin, and 10% FBS and incubated in a 5% CO, atmosphere at
37°C. Cells were subcultured before reaching a concentration of 8 X 10°
cells/ml, as recommended by the American Type Culture Collection.
Human PBMC were isolated from venous blood of healthy volunteers by
centrifugation over Ficoll-Paque. Blood donations were obtained from
informed and consenting individuals as per institutionally approved pro-
cedures.

For monoeyte isolation, 25 X 10° PBMC were incubated at 37°C in a 5%
CO, atmosphere for 2 h in RPMI 1640 medium and 10% autologous heat-
inactivated serum in petri dishes. Monocytes obtained by removing the
nonadherent PMBC were further incubated in RPMI 1640 medium-10%
heat-inactivated FCS HEPES and penicillin/streptomycin for another 12 h.
The monocytes were washed twice with HBSS without Ca® and Mg with
2 mM EDTA and harvested with a cell scraper. Human monocyte—derived
macrophages (HMDM) were generated by incubating 2 X 10° PBMC at 37°C
in a 5% CO, atmosphere for 2 h in RPMI 1640 medium supplemented with
10% heat-inactivated autologous serum in 48-well plates. Monocytes obtained
by removing the nonadherent PMBC were further incubated in RPMI 1640
medium-10% heat-inactivated FCS HEPES. penicillin/streptomycin supple-
mented with 2 ng/ml GM-CSF to obtain macrophages. In all cases, cell vi-
ability was sed by trypan blue exclusion prior to experiments.

Cells surface expression of IL-21R

Cells (1 X 10%) were incubated with 20 pe/ml anti-IL-2Rvy, anti-IL-21Ra
or with the appropriate isotypic control Abs for 30 min on ice, and then
washed twice with ice-cold PBS. Cells were then incubated for another 30
min on ice in the dark with the appropriate secondary FITC-conjugated
Ab. Cells were washed twice with ice-cold PBS before being resuspended
at 1 % 10° cells/ml. Cell surface expression was immediately detected
using a FACscan (BD Biosciences, San Jose, CA). In some experiments,
cells were treated with 50 ng/ml IL-21 for 30 min prior to investigating cell
surface expression of IL-21R components.

Phagoceytosis assay

SRBCs were washed three time in ice-cold PBS, resuspended at 50 X 10°
cells/ml, and then opsonized with anti-SRBC Ab (1:200) at 37°C for
45 min, as documented previously (21). THP-1 cells (10 X 1()('/1111) or
monocyles (5 X 10° cells/ml) were treated with the agonists indicated in
the corresponding figure legends in RPMI 1640 medium for 30 min. The
medium was removed following centrifugation and opsonised SRBCs were
added to the cell pellet at a 5:1 ratio and incubated at 37°C in a 5% CO,
atmosphere for 45 min. After incubation with SRBCs, the samples were
centrifuged at 200 X g for 10 min at 4°C. Supernatants were discarded, and
pellets were subjected to osmotic shock by resuspending the cells with
400 pl HyO for 15 s. Osmolarity was then restored by the addition of
4.5 ml ice-cold PBS. The samples were then washed twice, and the final
pellets were suspended in 400 pl PBS. A minimum of 250 cells/condition
were counted, and the percentage of cells having ingested at least one
opsonized SRBC was calculated for each condition, and the results are
presented as the fold of increase, which was obtained by dividing the
percentage value of the tested condition by the percentage value of the
control or basal level. In some experiments, cells were preincubated for
30 min at 37°C with piceatannol (30 mM) or Syki 1I (1 mM) before the
phagocytosi y.

Before the assay, HMDM were washed twice with warm HBSS and then
stimulated with IL-21 at 50 ng/ml RPMI 1640 medium in a total volume of
100 pl for 30 min at 37°C. These macrophages, and 10 X 10® SRBCs were
cocultured for 15 min at 37°C. The plates were then removed and placed
on ice for 5 min. Cells were washed once with ice-cold HBSS to remove
excess of noningested SRBCs. An osmotic shock was performed by adding
100 pl ice-cold H,O for 15 s. Osmolarity was restored by adding 1 ml ice-
cold HBSS. Wells were then stained with Hema-3 stain set (Biochemical
Sciences, Swedesboro, NJ) and observed under a light microscope. A
minimum of 250 cells/condition was counted, and the results are presented
as the fold increase, obtained by dividing the percentage value of the tested
condition by the percentage value of the control. In some experiments,
cells were preincubated for 30 min at 37°C with piceatannol (30 mM) or
Syki IT (ImM) before the phagocytosis assay.

Endocytosis assay

THP-1 cells were incubated with 1 mg/ml FITC-dextran for 30 min at 37°C.
Cellular uptake of FITC-dextran was then monitored by flow cytometry at
525 nm. A negative control was performed in parallel by incubating cells
with FITC-dextran at 4°C instead of 37°C. Uptake of FITC-dextran was
expressed as the A mean fluorescence intensity (MFI); MFI (uptake at
37°C) — MFI (uptake at 4°C) as described previously (22).

78

2905

Antisense experiments

THP-1 (5 X 1[)5/1111) were incubated with a mixture of two Syk antisense
oligonucleotides previously used (23, 24): (5'-CTCGGATCAGGAACT-
TTCCAT-3" and 5'-CATGGAAACCTGATGAACCAG-3") or scrambled
(Scr) antisense: (5"-TCGACA-AGTCGACTTTCATCG and 5'-GATGG-
AAACCTGCAGATACCA) with a phosphorothioate backbone at a final
concentration of 5 pM each at 37°C in Opti-MEM without addition of
serum for 6 h to increase uptake of the oligonucleotides. Subsequently,
cells were cultured for 22 h in Opti-MEM supplemented with 5% FBS.
Transfection efficiency was >90% as determined by using the same oli-
gonucleotide sequences with a Cy3 fluorophore coupled to the 5’ end and
then visualized by fluorescence microscopy. After transfection, phagocy-
tosis was determined as described above. The level of Syk protein ex-
pression was monitored by Western blot analysis.

Western blotting

Cells in RPMI 1640 medium were stimulated with 1L-21 (50 ng/ml),
GM-CSF (65 ng/ml), or the diluent (HBSS) for indicated periods of
time at 37°C, followed by lysis in Laemmli’s sample buffer (0.25 M
Tris-HCI [pH 6.8]. 8% SDS. 40% glycerol, and 20% 2-ME). Aliquots
of extracts corresponding to 3.5 X 107 cells were loaded onto 7.5%
SDS-PAGE gels, followed by electrophoresis, and then transferred to
nitrocellulose membranes for detection of p-Syk, p-Akt, p-ERK, Syk.
and ERK. Membranes were blocked for 1 h at room temperature in
TBS-Tween containing 3% BSA. After blocking, the primary Abs were
added at a final dilution of 1:1000 in TBS-Tween (0.10%). The anti-
Syk Ab was added at a final concentration of 1:4000. The membranes
were incubated overnight at 4°C, then washed with TBS-Tween and
incubated for 1 h at room temperature with the appropriate HRP-
conjugated secondary Abs diluted 1:20,000 in TBS-Tween, followed
by several washes. Protein expression was revealed using a Luminata
Forte HRP substrate (Millipore, Temecula, CA). Membranes were stripped
with Reblot Plus Strong solution (Millipore) and reprobed to verify protein
loading. Densitometric analyses were performed using Quantity One, ver-
sion 4.6.6 (Bio-Rad, Hercules, CA).

Immunoprecipitation

THP-1 (10 X 10° cells/condition) were treated with the indicated agonists
for the indicated period of time at 37°C, centrifuged, and lysed in
nondenaturing cold lysis buffer (50 mM Tris-HCI [pH 8], 50 mM NaCl,
1% Triton X-100, 125 mM PMSF, 10 g/ml trypsin inhibitor, aprotinin,
leupeptin. and pepstatin, and 1 mM orthovanadate) for 1 h on ice and
sonicated three times for 20s. The lysates were preincubated with protein
G-Sepharose (GE Healthcare BioScience). After 1 h, samples were cen-
trifuged to remove Sepharose beads and then incubated with 2 pg/ml
mouse anti-human Syk or IL-2I1Ra at 4°C with gentle agitation over-
night. Protein G-Sepharose was then added for 4 h with gentle agitation
at 4°C. The solid matrix was collected and washed three times with lysis
buffer before adding an equivalent volume of sample buffer. The sam-
ples were then boiled at 100°C for 10 min. Immunoprecipitates were
electrophoresed on an SDS-polyacrylamide gel, followed by Western
blot analysis.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Student 7 test or ANOVA, and if
significance was identified, individual comparisons were subsequently
made by Bonferroni test using GraphPad Prism version 5.00 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA). Statistical significance was set at
p < 0.05.

Results
Human monocyte—like THP-1 cells express the IL-21R on their
surface and are activated by 1L-21

We first determined whether monocyte-like THP-1 cells expressed
IL-21R components. Fig. 1A illustrates that resting THP-1 cells
expressed IL-21Ra (MFI = 11.3 * 1.5 for IL-21Ra versus 6.1 *
0.3 [n = 3] for the corresponding isotypic control given a ratio of
1.9) as assessed by flow cytometry. The other component of the
IL-21R, CD132, was also expressed on the cell surface of these
cells (MFI = 34.8 = 9.9 for CDI32 versus 5.9 *= 1.2 for the
corresponding isotypic control (n = 3) (Fig. 1B). The presence of
IL-21R« was also confirmed at the protein level by Western blot
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FIGURE 1. Cell surface expression of 1L-
21R in human monocyte-like THP-1 cells.
Separate batches of THP-1 cells were cultured
and used to determine the cell surface ex-
pression of CD132 and IL-21Ra by flow cy-
tometry using specific Abs against IL-21Ra
(A), yc (B). or the corresponding isotypic
controls (Iso) as described in Materials and
Methods. Results are expressed as Gmean of
fluorescence (means = SEM. n = 3). *p <
0.05 versus Iso (Student ¢ test). Inset, Data
from one representative experiment obtained
by FACS analysis. (€) Detection of IL-21Ra
protein by Western blot in three different C
THP-1 cell lysates (#1-3). As expected, 1L-

Fluorescence
Gmean

PMN

IL-21 ENHANCES PHAGOCYTOSIS

(vy)

THP-1

60:
* ye
IL-21Rax o |
‘ / § c 40 /
S8
£s
o
=
[

o

@

D IL-21
FreshGM 25 5 1 5 15

21Ra was not detected in neutrophils (PMN)
isolated from three different blood donors

H1 #2 #3 #1 #2 #3

(#1-3) even if protein loading was intention-
ally increased (four times more). (D) Phosphor-
ylation of ERK-1/2 was assessed by Western
blot analysis and was used as a marker of cell
activation in response to 50 ng/ml IL-21 after
0.25, 0.5, 1, 5, or 15 min versus fresh cells.
GM-CSF (GM) was used as a positive control
(65 ng/ml for 5 min).

experiments in three different THP-1 cell lysates (Fig. 1C). These
results demonstrated that THP-1 cells expressed the full IL-21R,
and this prompted us to verify whether IL-21 could activate these
cells. Because IL-21 is not mitogenic by itself and knowing that it
activates Erk-1/2 in human promelocytic HL-60 cells and mono-
cytes (11, 25). we next determined whether IL-21 could activate
ERK-1/2 in THP-1 cells. As illustrated in Fig. 1D, IL-21 induced a
rapid phosphorylation of ERK-1/2 in THP-1 cells where the peak
of activation occurred after ~1 min and start to decline after 5 min
of treatment. These results support the fact that THP-1 cells possess
a functional IL-21R.

@]

| h Py i IL-21Ra

P-ERK-1/2—{

—‘ actin

IL-21 enhances phagocytosis, but not endocytosis, in human
monocyte—like cells

Because phagocytosis is one of the most important functions
exerted by phagocytes, we next determined whether IL-21 could
enhance FcR-mediated phagocytosis using opsonized SRBCs in
THP-1 monocyte-like cells. By testing different concentrations of
IL-21 (0-500 ng/ml), we found that this cytokine enhanced
phagocytosis at maximum biological effect at a ratio of 1.5 * (.12
(mean * SEM, n = 3) at the concentration of 50 ng/ml (Fig. 2A).
Therefore, all subsequent experiments with [L-21 were performed
at this concentration. In another set of experiments, we compared

*
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® e
.2 g E-E FIGURE 2. IL-21 enhances phagocytosis as
g= %"6 strongly as GM-CSF but does not act in synergy
E; f% 1 with IL-15 and does not promote endocytosis in
apo - THP-1 cells. Cells were treated with buffer (Ctrl) or
0 with the indicated concentrations of IL-21 (A) or 65
S & ng/ml of GM-CSF (GM), IL-15 (50 ng/ml), IL-21
°~§‘ A SR .{? & ¢ @*p / (50 ng/ml), or IL-15 + 1L-21 for 30 min and phago-
B IL-21 (ng/ml) D cyh).\i..\ (A—_C) or cm.Jocylmi.\ (D) was measured as
described in Materials and Methods. (A) Inset, A
= 10 [ 4cc typical photography illustrating cells ingesting
2.0 g Ws7ec SRBCs (arrows). (A-C) Results are expressed as
& gv ratio (fold of increase: tested/Ctrl). (D) Results are
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FIGURE 3. IL-21 does not upregulate cell surface expression of CD132
and IL-21Ra in monocyte-like THP-1 cells. The detection of the IL-21R
components IL-21Ra (A) and CDI132 (yc) (B) was performed after 30 min
of treatment with buffer (3) or 50 ng/ml IL-21 (W) by flow cytometry using
specific Abs and corresponding isotypic controls (Iso) as described in
Materials and Methods. Results are expressed of Gmean of fluorescence
(means = SEM: n = 3).

the potency of IL-21 as compared with that of GM-CSF, a non-
CDI132-DC known to increase phagocytosis in THP-1 cells (26).
As illustrated in Fig. 2B, IL-21 is as potent as the cytokine GM-
CSF for enhancing phagocytosis, with a slightly diminished ratio
of 1.9 = 0.4 versus 2.2 = 0.4 (mean = SEM. n = 4). Because IL-
21 is known to act in synergy with IL-15 (27, 28), we then de-

A IL-21 (50 ng/ml)

(min)o 1 5 15 30

P-syk—> N |
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(min) 0 25 5 1 5

15 30
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termined whether a similar response could be elicited in monocyte
during phagocytosis. As illustrated in Fig. 2C, IL-15 also en-
hanced phagocytosis in monocytes when used alone, although to
alower extent than IL-21. However, IL-15 did not further increase
the ability of IL-21 to enhance phagocytosis, indicating an ab-
sence of synergy. Then, we investigated the possibility that IL-21
modulate endocytosis in THP-1 cells. As illustrated in Fig. 2D, IL-
21 did not influence endocytosis, as assessed by flow cytometry
using the FITC-dextran assay, because the fluorescent signal ob-
tained after IL-21 treatment gave similar results to control cells
with a G mean of ~25 in both conditions.

IL-21 does not influence cell surface IL-21R components

The ability of a cytokine to modulate the expression of its own
receptor components is a common phenomenon. We determined
the cell surface expression of both CDI132 and IL-21Ra after
30 min, following cell activation with IL-21, because this is the
period of time required to observe that IL-21 enhances phagocy-
tosis. As illustrated in Fig. 3, TL-21 did not significantly modulate
cell surface expression of IL-21Ra (Fig. 3A) and CD132 (Fig. 3B).
However, a slight (nonstatistically significant) decrease of both
receptor components (more observable with CD132) was observed.
This may correspond to endocytosis of the receptor complex
following ligand binding. Taken together, the results indicate that
the ability of IL-21 to enhance phagocytosis could not be attributed

Fold of increase
(P-Syk/Syk)

=)
o

Fold of increase
(P-AKT/Syk) .
w
(=]
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Beads Iso  Syk
- <— |IL-21Ra
75-
o T _— o
WB: IL-21Ra

FIGURE 4. Syk and AKT are activated by IL-21 and Syk is associated with IL-21Ra. (A) THP-1 cells were treated with 50 ng/ml IL-21 for the indicated
periods of time, and activation of Syk and AKT was determined by Western blot experiments using a phosphospecific Ab against Syk (p-Syk) or against the
phosphorylated form of AKT (P-AKT) as described in Materials and Methods. Equal loading was verified after stripping and reprobing the membranes with
an Ab against the nonphosphorylated form of Syk. Results are from one representative experiment out of three. Densitometry was calculated for each time
points (P-syk/Syk) or (P-AKT/SyK), and results were expressed as fold of increase. (B) Cells were treated with buffer (Ctrl) or IL-21 for 5 min in the
presence (+) or absence (—) of piceatannol (Pic) and phosphorylated Syk (P-Syk) (upper panel) or Syk (bottom panel) was immunoprecipitated (IP),
followed by Western blot (WB) analysis with the anti-Syk Ab. (C) THP-1 cell lysates were prepared and were treated with beads alone, or IP with isotypic
control (Iso) or with anti-Syk Ab (Syk) and immunnobloting were then performed with the anti-IL-21Ra Ab. *p < 0.05 versus Ctrl (time = ().
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to its ability to increase cell surface expression of one or the other
IL-21R components.

Svk and Akt are activated by IL-21 and Syk is associated with
IL-21Rcx

Syk is an enzyme well-known for its involvement in phagocytosis,
and we investigated the possibility that IL-21 activates this kinase.
As illustrated in Fig. 4A, wupper panel, Kinetic experiments

revealed that IL-21 activated Syk as quickly as after 1 min of

treatment. Such activation was sustained for 15 min and started to
decline after ~30 min. IL-21 also activated the Syk substrate Akt.
The peak of activation was obtained after 5 min of activation
(Fig 4A, bottom panel). We next performed immunoprecipitation
experiments and demonstrated that the IL-21—induced Syk phos-

phorylation decreased to the basal level in the presence of

piceatannol (Fig 4B) and that Syk is physically associated with IL-
21Ra (Fig. 4C).

Inhibition of Syk activity and its protein expression markedly
decreases the effect of IL-21 on phagocytosis.

We next used two approaches to establish the role of Syk in
IL-21-induced cell phagocytosis. First, using two different Syk
pharmacological inhibitors (SykIl and piceatannol), we found
that the biological activity of IL-21 was markedly inhibited by
both inhibitors, because the ratio decreased from ~1.8 for IL-21
alone to a ratio close to 1 when cells were pretreated with one or
the other inhibitor (Fig. 5A). Second, we used an antisense strategy
to downregulate Syk expression. As illustrated in Fig. 5D, the ex-
pression of Syk remained similar to that of control cells when
Scr-antisense was added to the culture but markedly decreased when

2.0
A A

Fold of increase

Ctrl  SyklIl Pic Ctrl
Buffer

Syk Il Pic
1L-21

Cc

Dapi Cy3

No antisense

Scr-antisense

Syk antisense

FIGURE 5.

IL-21 ENHANCES PHAGOCYTOSIS

Syk-antisense was added, confirming that Sy
cleotides downregulated Syk expression. This correlates with a
loss of IL-21 biological activity on phagocytosis only in the
presence of Syk-antisense, even though both Scr- and Syk-antisenses
were able to enter the cells at the same efficiency, as assessed by
immunofluorescence (Fig 5B, 5C).

specific oligonu-

Cell surface expression of IL-21Rw in peripheral blood
isolated human monocytes and modulation of phagocytosis by
IL-21

Peripheral blood-isolated human monocytes are known to express
CD132 on their cell surface (1, 29, 30), but the expression of IL-
21Ra in these cells is not clear. Therefore, we next decided to
clarify this situation, and as assessed by flow cytometry, primary
monocytes were found to express a modest level (but significantly)
of IL-21R« on their surface (p = 0.018; n = 3) (Fig. 6A). Inter-
estingly, the basal level of phagocytosis was increased by 1L-21
treatment by a factor 1.24 + 0.04 (n = 3) (Fig. 6B), indicating that
monocytes express a functional IL-21R. Interestingly, unlike THP-
1 cells, we observed that, in general, more than one SRBC was
observed in each cell. Therefore, we decided to calculate a
phagocytic index (total number of SRBCs/counted monocytes)
and found that the index was 1.5 * 0.2 in IL-21—treated mono-
cytes versus control cells (Fig. 6B, inset).

IL-21 activates Syk and Akt and enhances phagocytosis in
HMDM expressing IL-2IR.

We next investigated cell surface expression of CD132 and IL-
21Ra in GM-CSF-HMDM. Although CD132 was found to be
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Inhibition of Syk by pharmacological approach and antisense strategy markedly decreases the effect of IL-21 on phagocytosis. (A) THP-1

cells were pretreated with buffer (Ctrl), Syk inhibitor 11 (Sykll). or piceatannol (Pic) before being incubated in the presence or absence (Ctrl) of IL-21. and
then, phagocytosis was determined. (B-D) THP-1 cells were incubated in the presence or absence (no) of Syk or scrambled (Scr) antisenses, and
phagocytosis was then performed in cells activated or not by IL-21 (B). (C) The capacity of antisenses to penetrate into cells was determined using the same
oligonucleotide sequences with a Cy3 fluorophore addition at the 5' extremity and then visualized by fluorescence microscopy as described in Materials
and Methods. Original magnification X40. Note that both Scr (d—f) and Syk (g-i) antisenses penetrate into cells as the same efficiency. No background
signal was observed in the absence of antisense (b). The nucleus was stained with Dapi (a. d. g), and images were merged (¢, f,i). (D) The cellular depletion
of Syk was determined by Western blot using an anti-Syk Ab. The membrane was then stripped and probed with an anti-actin Ab for verifying protein
loading, and densitometric analysis was performed as described in the Materials and Methods. “p < 0.05 versus all conditions without IL-21 treatment.
*p < 0.05 versus corresponding control.
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FIGURE 6. Primary human monocytes express 1L-21Ra on their sur-
face and IL-21 enhances the basal level of phagocytosis. (A) Freshly
isolated human monocytes were stained with an anti-IL-21Ra Ab or the
appropriated isotypic control (Iso), and cell surface expression was de-
termined by flow cytometry as described in Materials and Methods. (B)
Primary monocytes were treated with buffer or 50 ng/ml IL-21. and
phagocytosis was evaluated as described in Materials and Methods. Inset,
The total numer of ingested SRBCs was divided by the number of counted
cells to obtain a phagocytic index (ratio: SRBCs/cell). Results are means =
SEM (n = 3). *p < (.05 versus corresponding control.

highly expressed (Gmean of 112.3 * 9.8 versus 8.2 * 0.5 for the
corresponding isotypic control [n = 5]) (Fig. 7B), IL-21Ra was
modestly, but significantly, expressed (Gmean of 11.6 * 0.7
versus 9.4 *+ 0.4 for the isotypic control [n = 6]) (Fig. 7TA). We
then demonstrated that Syk and Akt were activated by IL-21
treatment (Fig. 7C). As for monocytes, IL-21 enhanced phago-
cytosis in these macrophages by a factor 1.7 * 0.3 (n = 5) (Fig.
7D). Because several SRBCs/macrophages were observed,
resulting in a poor resolution for counting the number of SRBC/
cells with certainty, we did not calculate the phagocytic index. but
this is certainly greater than that observed for monocytes. As for
monocytic THP-1 cells (Fig. 5A), inhibition of Syk by the two
different pharmacological inhibitors decreased the ability of IL-21
to enhance phagocytosis in macrophages (Fig. 7E).

Discussion

The role of IL-21 is well documented in lymphoid cells (2). This
cytokine is known for its ability to augment proliferation of
T cells, to drive B cell differentiation into both memory cells and
terminally differentiated plasma cells, as well as to enhance NK
cell activity (3, 14, 31-34). Except for its ability to negatively
regulate dendritic cell functions (16, 19), the role of IL-21 in cells
of myeloid origin. such as monocytes and macrophages, is not
well documented. Furthermore, data regarding the expression of
IL-21R in monocytes and/or macrophages as well as the role of
IL-21 in these cells is not clear and is even contradictory. Al-
though Fuqua et al. (25) reported that IL-21 increased the pro-
duction of IL-8 in human monocytes, we previously demonstrated
that IL-21 did not exert such an effect in monocytes but did in
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monocyte-derived macrophages from the same blood donors (11).
Although monocytes were similarly isolated in the two studies,
Fuqua et al. (25) pretreated the cells with 5 mM orthovanadate (an
inhibitor of protein tyrosine phosphatases) for 30 min, and then,
50 ng/ml IL-21 was added to a cell suspension of 30 X 10° cells/
ml for different periods of time (2-24 h), whereas in our study.
monocytes were directly treated with TL-21 (0-500 ng/ml) for 24 h
but at a cell density of 1 X 10 cells/ml. Whether these different
experimental conditions are the basis of this discrepancy is not
clear. Despite this, Fuqua et al. (25) confirmed our previous ob-
servation that ERK-1/2 is activated by IL-21 (11). This is agree-
ment with our present study indicating that IL-21 activates ERK-
1/2 in THP-1 cells, supporting the fact that these cells express
a functional IL-21R. In addition, they demonstrated that inhibition
of ERK with the pharmacological inhibitor U0126 reversed the
ability of IL-21 to increase the production of GM-CSF, IL-1, IL-2,
IL-7, IL-15, IFN-y. and TGF-B. Few studies have indicated/
suggested that monocytes and/or macrophages express the spe-
cific IL-21Ra component. IL-21R« was found to be expressed in
rat mononuclear leukocytes, as assessed by RT-PCR and Western
blot experiments (35). Previously, we reported that human
monocytes and monocyte-derived macrophages, but not neu-
trophils, expressed IL-21Ra, as determined by Western blotting
experiments (11). Using RT-PCR, in situ hybridization, and
Western blotting experiments, IL-21Ra was detected in human
synovial macrophages from rheumatoid arthritis patients (36).
Intriguingly, it has been reported that 1-d monocytes were virtu-
ally devoid of IL-21Ra mRNA expression, while 3-d- and 7-d—
differentiated dendritic cells expressed IL-2IR mRNA in high
levels, as assessed by Northern blotting (19); curiously, there are
no data regarding naive monocytes. In addition, IL-21Rac mRNA
expression was detected at low levels in cells committed to
macrophage differentiation or in mature macrophages. Although
we have shown in this study that THP-1 cells expressed IL-21Ra
on their cell surface, the expression of this component has been
tested by others in 19 different cell lines, including THP-1 and
U937 cell lines, but the authors reported that these two cell lines
did not possess IL-21Ra«, because they considered a ratio of rel-
ative fluorescence intensity << 1.2 as a negative result (37). Also, it
was not specified whether their results were from several experi-
ments or simply one, and unlike our results (ratio of 1.9), there
was no illustration of the FACS data. In addition, although they
also reported that Raji cells do not express IL-21Ra, this cell line
has been (and is still) used as a positive control in the data sheet of
some companies (e.g.. Santa Cruz Biotechnology) for the detec-
tion of IL-21Ra by Western blot experiments, using an Ab rec-
ognizing an immunogen directed against the extracellular domain
of human IL-21Ra. Moreover, U-937 cells have been used in the
study of Fuqua et al. (25), as discussed above, to demonstrate that
IL-21 activated ERK-1/2 and by Jiingel et al. (36) to demonstrate
the presence of IL-21Ra component by Western blot, in which
a clear band of ~52 kDa was detected.

We also show in this study that Syk is an important target of IL-
21 and that this enzyme is physically associated with IL-21Ra.
similarly to IL-4Ra (23), and to the best of our knowledge, this is
the first study demonstrating that IL-21 activates Syk. Therefore.
Syk should be added to a growing list of enzymes known to be
part of the IL-21-induced cell signaling events, including Jakl.
Jak-3. STAT1, STAT3. suppressor of cytokine signaling 1, sup-
pressor of cytokine signaling 3, She, Akt, and ERK-1/2 (10, 11,
19, 25, 38). We show not only that IL-21 activated Syk but also
that inhibition of Syk by pharmacological inhibitors and down-
regulation of Syk protein expression by an antisense technique
reversed markedly the ability of IL-21 to enhance phagocytosis in
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FIGURE 7. GM-CSF-HMDM cells express IL-21R components on their surface, and 1L-21 activates Syk, Erk and AKT and enhances phagocytosis in
these cells. Freshly isolated human monocytes were treated for 7 d with GM-CSF to generate mature macrophages, and the cell surface expression of 1L-
21Ra (A) and ~yc (B). the activation of Syk, Erk and AKT (C), the modulatory activity of IL-21 on phagocytosis (D). and the involvement of Syk (E) were
performed as described in Materials and Methods. For (C), Syk was used for monitoring equal loading after stripping the membranes: bottom panel, the
membrane was stripped once after staining with the anti-P-AKT Ab, probed with the anti-P-Erk, restriped and probed with the anti-Syk Ab. °p < 0.05 versus
all conditions without IL-21 treatment. *p < 0.05 versus corresponding control. Results are means = SEM (n = 3) (A, B) or as fold of increase (D, E).

THP-1 cells. This strategy has been previously used by us (23) to
demonstrate the role of Syk in IL-4—induced neutrophil phago-
cytosis and adhesion, as well as its ability to delay neutrophil
apoptosis, and by others (24) to demonstrate the role of Syk in
lemellipodium formation and chemotaxis in leukocytes. Interest-
ingly, phosphorylation and activation of Syk has previously been
reported in THP-1 cells after clustering of FeyRII in undifferen-
tiated cells (39). These observations open the possibility that IL-
21, in mononuclear cells, exerts functions other than phagocy-
tosis, which involve the participation of Syk, an enzyme that is
becoming recognized to play crucial roles in several biological
functions (40). Moreover, knowing that targeting Syk is relevant to
the treatment of inflammatory discases (41-43), and because IL-
21 is associated with a variety of inflammatory disorders, in-
cluding psoriasis, systemic lupus erythematosus, and arthritis (44—
46), our results support the targeting of the IL-21/IL-21R system
for the development of therapeutic strategies.

In this study, we have demonstrated that IL-21 did not enhance
phagocytosis in THP-1 monocyte-like cells by a mechanism in-
volving upregulation of IL-21R components on the cell surface and
that no synergy was noted between IL-21 and IL-15. Therefore, the
previously reported synergistic effect of IL-21 and IL-15
in lymphocytes is not a generalized phenomenon and appears to
occur, for example, for cell proliferation (27) and cytokine pro-
duction (28) but not for monocyte phagocytosis (this article). In-
terestingly, IL-21 was found to be more potent than IL-15 for
enhancing phagocytosis in these cells, indicating that cytokines
from a same subclass, the CD132-DCs, modulate phagocytosis at
different intensities. Also, we observed that IL-21 enhanced
phagocytosis as strongly as GM-CSF (not a CD132-DC) in THP-1
cells known to express functional GM-CSFR (47). Interestingly,
using radiolabeled recombinant human GM-CSF, THP-1 cells
were reported to express fewer than 74 receptors on their surface
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(48). This observation is consistent with the fact that a weak ex-
pression of IL-21Ra is sufficient to induce important biological
functions in these cells and argue against the previous findings of
Akamatsu et al. (37), which reported that THP-1 cells did not
express IL-21R. Although IL-21 enhances FcR-mediated phago-
cytosis of opsonized SRBCs in monocyte-like THP-1 cells, we
also report in parallel that this cytokine does not increase endo-
cytosis of FITC-dextran, a sugar known to bind to mannose
receptors (49). Therefore, IL-21 is not a modulator of mannose
receptors in THP-1 cells known to possess such receptors that, for
example, were previously found to promote phagocytosis of My-
cobacterium tuberculosis (50).

In addition to THP-1 monocyte-like cells, we have demonstrated
in this study that primary human monocytes as well as GM-CSF-
HMDM not only express IL-21R on their cell surface, but also, to
our knowledge, this is the first study demonstrating that IL-21
enhances phagocytosis in these cells. Also, we demonstrated
that IL-21 activates Syk in GM-CSF-HMDM and that inhibition
of Syk by pharmacological inhibitors diminished the ability of 1L-
21 to enhance phagocytosis. The expression of IL-21Ra was not
investigated previously by flow cytometry but rather by RT-PCR,
Northern blot, in situ hybridization, or Western blot experiments
(11, 35, 36). Curiously, except for the ability to increase the
production of cytokines in mononuclear cells, no other functions
of IL-21 have been reported in these cells before our present in-
vestigation. Recently. however, Liu et al. (20) reported that IL-21
maintained the expression of CDI16 on monocytes via the pro-
duction of TL-10 by human naive CD4™ T cells, which is not in
itself a direct function, but one can imagine that this observation
could be associated with other biological processes.

We present in this study new data demonstrating not only that
THP-1. primary monocytes, and GM-CSF-HMDM express IL-
21R at their cell surfaces but also that the receptor is fully func-
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tional, based on the fact that IL-21 enhances one of the most im-
portant biological responses exert by monocytes, macrophages, and
phagocytosis. Therefore, monocytes and macrophages functionally
respond to IL-21 and future development of therapeutic strategies
targeting the IL-21/IL-21R system should consider that monocyte
and macrophage cell physiology may be affected by this system.
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Résumé de l'article 2 en francais

Mécanismes impliqués dans la phagocytose augmentée en réponse a I'IL-21 dans les
monocytes et les macrophages humains

L’exploitation du systéme IL-21/IL-21R est une avenue prometteuse dans le développement de
nouvelles thérapeutiques. Toutefois, bien que les effets biologiques de I'lL-21 de méme que les
voies de signalisation qu’elle active aient été largement caractérisés dans plusieurs leucocytes,
ses interactions avec les monocytes et les macrophages humains ont été négligées. Nous avons
précédemment montré que I'lL-21 augmente la phagocytose effectuée par I'entremise des FcRy
dans les monocytes et les macrophages dérivés des monocytes humains (MDMH) et identifié Syk
comme nouvelle cible moléculaire de I'lL-21. Dans cette étude, nous approfondissons notre
compréhension des mécanismes permettant a I'lL-21 d’accroitre la phagocytose de ces cellules.
L’IL-21 ne module pas la phagocytose d’Escherichia coli ni celle de particule de zymosan dans
les monocytes, contrairement a ce qui est observé pour les globules rouges de moutons
opsonisés (SRBC). De plus, 'augmentation de la phagocytose effectuée par 'entremise des FcRy
n'est pas le résultat d’'une modulation de I'expression du CD16, du C32 et du CD64. Chez les
MDMH, 'lL-21 accroit la phagocytose de zymosan. De plus, elle active p38, Akt, STAT-1 et STAT-
3 dans les monocytes et les MDMH. En utilisant des inhibiteurs pharmacologiques, hous montrons
gue 'augmentation de la phagocytose par I'lL-21 est dépendante de I'activation des voies de
signalisation des MAPK, de la PI3K-Akt et de celle des Jak-STAT. Ces résultats obtenus dans les
monocytes et les macrophages humains devront étre pris en considération dans l'optique de

I'utilisation du systéme IL-21/IL-21R pour des fins thérapeutiques.
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Mechanism involved in interleukin-21-induced phagocytosis
in human monocytes and macrophages

E Valliéres and D. Girard Summary
Laboratoire de recherche en inflammation
et physiologie des gramilocytes, Université The interleukin (IL)-21/IL-21 receptor (R) is a promising system to be
du Québec, INRS-Institut Armand-Frappier, exploited for the development of therapeutic strategies. Although the
Laval, QC, Canada biological activities of IL-21 and its cell signalling events have been largely
studied in immunocytes, its interaction with human monocytes and
macrophages have been neglected. Previously, we reported that 1L-21
enhances Fc gamma receptor (FcRy)-mediated phagocytosis in human
monocytes and in human monocyte-derived macrophages (HMDM) and
identified Syk as a novel molecular target of IL-21. Here, we elucidate
further how IL-21 promotes phagocytosis in these cells. Unlike its ability to
enhance phagocytosis of opsonized sheep red blood cells (SRBCs), IL-21 did
not promote phagocytosis of Escherichia coli and zymosan by monocytes
and did not alter the cell surface expression of CD16, CD32 and CD64. In
HMDM, IL-21 was found to enhance phagocytosis of zymosan. In addition,
we found that IL-21 activates p38, protein kinase B (Akt), signal transducer
and activator of transcription (STAT)-1 and STAT-3 in monocytes and
HMDM. Using a pharmacological approach, we demonstrate that I1L-21
enhances phagocytosis by activating some mitogen-activated protein kinases
(MAPKs) and phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-Akt and Janus kinase
(JAK)-STAT pathways. These results obtained in human monocytes and
Accepted for publication 19 October 2016 macrophages have to be considered for a better exploitation of the IL-21/IL-
Correspondence: D. Girard, INRS-Institut 21R system for therapeutic purposes.
Armand-Frappier, 531 boulevard des Prairies,

Laval, QC H7V 1B7, Canada. Keywords: cell signalling, interleukin-21, macrophages, monocytes,
E-mail: denis.girard@iaf.inrs.ca phagocytosis
Introduction role in the physiopathology of various inflammatory and

autoimmune diseases. Indeed, different studies have
reported that blockade of IL-21 has a therapeutic effect, as
observed in systemic lupus erythematosus and rheumatoid

Interleukin (IL) 21 is the latest member of the CD132 (vyc)-
dependent cytokines that have been discovered [1,2]. This
family of cytokines is also composed of IL-2, -4, -7, -9 and
-15, all of which are known to play important roles in regu- ] ] ] ] )
lating immune system development and responses [3]. disease severity/symptoms and increase animal survival
Upon ligation to its heterodimeric receptor, which is com- (9-12]. ) )

posed of a specific IL-21Ra (CD360) chain and the shared The effects of IL-21 on lymphoid cell functions are well
CD132 component (or yc), IL-21 is known to mediate its characterized. IL-21 is known to regulate T cell survival,

arthritis murine models, where this approach reduced the

differentiation and proliferation, B cell survival, differentia-

biological effects through activation of the Janus kinase
tion into plasma cells and immunoglobulin (Ig) produc-

(JAK) and signal transducer and activator of transcription
pathway (STAT), mainly JAK1, JAK3, STAT-1, STAT-3 and, tion as well as natural killer (NK) cells proliferation and

to a lesser extent, STAT-5 [2,4-6]. Some studies have cytoxicity [13]. However, the effects of IL-21 on myeloid
reported that 1L-21 could also activate mitogen-activated cells have attracted much less attention, in particular in
protein kinase (MAPK) and phosphatidylinositide 3-kinase humans. Initially, myeloid cells were not recognized as cells
(PI3K) pathways [7,8]. This cytokine plays an important expressing CD360. Over time, increasing evidence indicates
294 © 2016 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 187: 294-303
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that monocytes, macrophages and dendritic cells express
this IL-21 receptor component [8,14], and it is only
recently that primary human monocytes and human
monocyte-derived macrophages (HMDM) were found to
express CD360 (initially IL-21Ra) at their cell surface [15].
Some functions of myeloid-origin cells were found to be
modulated by IL-21. For example, stimulation of dendritic
cells with IL-21 inhibits their activation and maturation
[16]. IL-21 was also found to inhibit lipopolysaccharide
(LPS)-induced cytokine secretion [17]. Recently, it has
been shown that [L-21 stimulation on conventional dendri-
tic cells induced IL-1B secretion by a non-canonical mech-
anism involving STAT-3 activation [18]. Using THP-1 cells,
primary human monocytes and HMDM, we reported that
IL-21 enhances Fc gamma receptor (FcyR)-mediated phag-
ocytosis of opsonized sheep red blood cells (SRBCs) and
that spleen tyrosine kinase (Syk) is a molecular target of
IL-21 [15]. Also in macrophages, I1L-21 was found to pro-
mote antigen uptake, stimulate protease activity and
attenuate the cytokine secretion induced by LPS [19,20].

There is an increasing interest to develop 1L-21 blockers
and to exploit the IL-21/IL-21R system therapeutically in
the establishment of new clinical trials [21-23]. Clearly,
based on the above observations, it becomes important to
understand more clearly how IL-21 can alter the biology of
human monocytes and macrophages in order to achieve
this goal. In this study, we demonstrate that IL-21 enhances
the ability of human monocytes and HMDM to exert phag-
ocytosis by a mechanism involving MAPKs [p38, extracel-
lular signal regulated kinase (Erk)-1/2], PI3K/Akt and JAK/
STAT pathways.

Materials and methods

Chemicals and reagents

>RPMI-1640, HEPES, penicillin/streptomycin, heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS), phosphate-buffered
Anti-sheep red blood cell (SRBC) antibodies and trypan
blue were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Ficoll-paque was obtained from GE Healthcare Bio-
science AB (Uppsala, Sweden). Cytokines [granulocyte—mac-
rophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and 1L-21]
were purchased from Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA) and
SRBCs from Lampire Biological Laboratories (Pipersville,
PA, USA). Antibodies directed against p-p38, p-Erkl/2,
Erk1/2, p-Akt, p-STAT-1, STAT-1, p-STAT-3 and STAT-3
were purchased from Cell Signaling Technologies (Danvers,
MA, USA). The anti-p38 and glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) antibodies were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). All secondary
antibodies were purchased from Jackson Immuno Research
Laboratories (West Grove, PA, USA). The JAK-2/JAK-3
STAT-1, -3, -5a and -5b inhibitor tyrphostin B42 (or
AG490), MAPK/ERK inhibitor PD98059 and p38 MAPK

Mechanism involved in IL-2 1-induced phagocytosis

inhibitor SB203580 were obtained from Sigma Aldrich and
the Akt inhibitor wortmannin was purchased from EMD
Bioscience (San Diego, CA, USA). Mouse IgGl isotypic
control-fluorescein isothiocyanate (FITC), mouse anti-
human CDI16-FITC, mouse anti-human CD32-FITC and
mouse anti-human CD64-FITC antibodies were all obtained
from BD Biosciences (San Diego, CA, USA).

Cell culture and preparation of HMDM

THP-1 cells were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA) and were cultured
in RPMI-1640 supplemented with 2-05 mM L-glutamine,
100 mM HEPES, 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml strep-
tomycin (referred hereafter as RPMI-1640) and 10% FBS
and incubated in a 5% CO, atmosphere at 37°C, as
described previously [15]. Cells were subcultured before
reaching a concentration of 8 X 10° cells/ml, as recom-
mended by the ATCC.

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were isolated from venous blood of healthy volunteers by
centrifugation over Ficoll-paque. Blood donations were
obtained from informed and consenting individuals by an
institutionally approved procedure. HMDM (also desig-
nated here as macrophages) were generated by incubating
4 X 10° PBMC at 37°C in a 5% CO, atmosphere for 2 h in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-
inactivated autologous serum in 48-well plates. Monocytes
obtained by removing the non-adherent PMBCs were incu-
bated further for 7 days in RPMI-1640 medium supple-
mented with 10% heat-inactivated FBS in the presence of
2 ng/ml GM-CSF to obtain macrophages, as described pre-
viously [15]. Cell viability was determined systematically
by trypan blue exclusion assay prior all experiments and
was always > 95%.

Cell surface expression of CD16, CD32 and CD64

THP-1 monocytes (1 % 10° cells/ml) were incubated with
buffer or 50 ng/ml IL-21 for 30 min at 37°C, 5% CQO,. After
several washes, cells (1 X 10° cells/ml) were stained with
10 pl of FITC-conjugated anti-CD16, -CD32, -CD64 or the
appropriate isotypic control antibodies for 30 min on ice.
Cells were washed twice with ice-cold PBS before being
resuspended at 1 X 10° cells/ml. Cell surface expression
was determined immediately using a fluorescence activated
cell sorter (FACS)Calibur (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). In some experiments, after the 30-min treatment
with buffer or IL-21, cells were washed and then kept for
an additional 60 min in the presence of culture medium
only. Then, cell surface expression of CD16, CD32 and
CD64 was determined as above.
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THP-1 phagocytosis of Escherichia coli, Zymosan
and opsonized SRBCs

Phagocytosis was assessed by flow cytometry using Alexa
Fluor® 488-conjugated E. coli or Alexa Fluor® 488-
conjugated zymosan bioparticles (Life Technologies,
Eugene, OR, USA). To this end, cells were stimulated with
buffer or 50 ng/ml IL-21 at 37°C or 4°C (as a negative tech-
nical control) for 30 min before incubation with E. coli or
zymosan opsonized or not with serum. Cells were then
centrifuged and supernatants were discarded. Bacteria or
zymosan particles were diluted in HBSS and were added to
THP-1 cells (10 : 1 THP-1). After 30 min, bacteria or
zymosan particles that were not ingested by the cells were
washed twice with PBS and removed by centrifugation
onto a 4-5-ml gradient of RPMI-1640 medium containing
5% bovine serum albumin (BSA). Bacteria remaining at
the surface were then removed and cells located in the pel-
let were quenched with trypan blue. After three washes,
cells were suspended in 500 pl PBS for analysis. Cellular
phagocytosis was monitored by flow cytometry at 525 nm.
Phagocytosis of Alexa Fluor” 488-conjugated E. coli and
Alexa Fluor® 488-conjugated zymosan was expressed as the
percentage of FL-1-positive cells compared with cell
autofluorescence.

Phagocytosis of opsonized SRBCs by THP-1 cells
or macrophages

SRBCs were washed three times in ice-cold PBS and resus-
pended at 50 X 10° cells/m] and then opsonized with anti-
SRBCs (1 : 200) (subagglutination titre) at 37°C for 45
min, as published previously [15,24]. THP-1 cells were
treated with buffer or IL-21 for 30 min, as above. RPMI-
1640 was removed after centrifugation and opsonized
SRBC were added onto the pellet in a 5 : 1 ratio and incu-
bated at 37°C in a 5% CO, atmosphere for 1 h. After incu-
bation with SRBCs, the samples were centrifuged at 200 g
for 10 min at 4°C. Supernatants were discarded and an
osmotic shock was performed on the pellets by resuspend-
ing the cells with 400 pl H,O for 15 s, and osmolarity was
then recovered by the addition of 4-5 ml of ice-cold PBS.
The samples were then washed twice and the final pellets
were suspended in 400 pl PBS, cytocentrifuged and stained
with the Hema-3 stain set (Biochemical Sciences, Swedes-
boro, NJ, USA). A minimum of 250 cells per condition
were counted and phagocytosis was expressed as the per-
centage of THP-1 cells ingesting at least one opsonized
SRBC. In some experiments, cells were preincubated for 30
min at 37°C with p38 inhibitor SB203580 (5 pM),
mitogen-activated protein kinase kinase (MEK)1/2/Erk-1/2
inhibitor PD98059 (10 uM), JAK/STAT inhibitor AG490
(30 pM) or PI3K/Akt inhibitor wortmannin (50 nM)
before IL-21 stimulation. For phagocytosis by HMDM,
cells were washed twice with warm HBSS and then stimu-
lated with or without IL-21 in a final volume of 100 pl for

30 min at 37°C. These macrophages were incubated with
10 X 10° SRBCs for 15 min at 37°C in a 5% CO, atmos-
phere. The plates were then removed and placed on ice for
5 min. Cells were washed once with ice-cold PBS to remove
excess non-ingested SRBCs. An osmotic shock was per-
formed by adding 100 plice-cold H,O for 15 s. Osmolarity
was restored by adding 1 ml ice-cold PBS. Cells were then
stained with the Hema-3 stain kit and ~250 cells/condition
were used to determine phagocytosis. As above, cells were
preincubated for 30 min at 37°C with the indicated inhibi-
tors prior to the IL-21 treatment.

Phagocytosis of zymosan by macrophages

Before the assay, HMDM were washed twice with warm
HBSS and then stimulated with or without IL-21, as above.
Macrophages were then incubated with 200 pg/ml of
pHrodo green zymosan (Life Technologies) resuspended in
live cell imaging solution (Life Technologies, Grand Rapid,
NY, USA) for 1 h at 37°C, 5% CO,. Cells were then washed
three times with live cell imaging solution and 200 pl of
ice-cold live cell imaging solution was added. Nuclei were
stained with NucBlue live cell stain (Life Technologies).
Phagocytosis was determined by fluorescence microscopy.
In some experiments, cells were pretreated for 30 min at
37°C with different inhibitors prior to the IL-21 stimula-
tion, as above.

Western blot experiments

Cells (1 % 10° cells/ml) were incubated with buffer or TL-
21 (50 ng/ml) for 0-25-60 min at 37°C. At the end of the
incubation periods, the cells were lysed in Laemmli’s sam-
ple buffer and aliquot corresponding to 35 X 10° cells
were loaded onto 7.5% sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and trans-
ferred to nitrocellulose membranes for the detection of spe-
cific protein. Membranes were blocked for 1 h at room
temperature in Tris-buffered saline (TBS)-Tween (0-15%)
containing 3% BSA. After washing, primary antibodies
were added at a final dilution of 1 : 1000 in TBS-Tween
0-15%. The membranes were kept overnight at 4°C with
gentle agitation, then washed with TBS-Tween and incu-
bated for 1 h at room temperature with the appropriate
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary anti-
bodies (1 : 20 000 in TBS-Tween) followed by several
washes. Protein expression was revealed using Clarity ECL
substrate with ChemiDoc MP imaging system (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Membranes were stripped with re-
blot plus strong antibody stripping solution (Millipore,
Billerica, MA, USA) and reprobed to confirm equal loading
of proteins. In some experiments, cells were preincubated
for 30 min at 37°C with the indicated inhibitors before the
IL-21 stimulation, as above.
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Fig. 1. Interleukin (IL)-21 does not promote phagocytosis of bacteria or zymosan opsonized or not with human serum in human monocytic THP-1 cells.
THP-1 cells were treated with buffer (Ctrl) or IL-21 (50 ng/ml) for 30 min and then phagocytosis of human serum opsonized (a) or non-opsonized
Escherichia coli, (b) serum opsonized (c) or non-opsonized zymosan (d) and opsonized sheep red blood cells (SRBCs) (e) was determined as described in
Materials and methods. The assay was performed at 37°C (black bar) or 4°C (open bar). Data are means * standard error of the mean (n = 4).

Statistical analysis Results
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Fig. 2. Interleukin (IL})-21 does not modulate the cell surface expression of Fc gamma receptor (FcRy) in human monocyte-like THP-1 cells.
Separate batches of THP-1 cells were cultured and used to determine the cell surface expression of Fc receptors by flow cytometry using specific
antibodies against CD16, CD32, CD64 and the corresponding isotypic controls (Iso), as described in Materials and methods. Cells were untreated
(a), treated with buffer or 1L-21 (50 ng/ml) for 30 min (b) or treated with IL-21 (50 ng/ml) for 30 min, washed and incubated for 60 min (c).
Results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI). Data are means * standard error of the mean (n= 4).
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Fig. 3. Activation of signal transducer and activator of transcriptions (STATs), mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and protein kinase B
(Akt) in human monocyte-like THP-1 cells by IL-21. THP-1 cells were treated with buffer (Ctrl) or IL-21 (50 ng/ml) for the indicated periods of
time, and activation of extracellular signal regulated kinase (Erk)-1/2, p38, Akt (a) and STAT-1 and STAT-3 (b) was determined by Western blot
experiments as described in Materials and methods. Equal loading was verified after stripping and reprobing the membranes with antibodies

directed against glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) or the corresponding non-phosphorylated form of Erk-1/2 and p38.
Results are from one representative experiment of three.

(a) Diluent PD98059 ) (b)
0 5 1 5 0 5 1 5 min

p—ERK1/2| C— e —— - — |

GAPDH | o S

Diluent S$B203580 .
0 1 5 15 0 1 5 15 mn

p-p38 | = — —

phagocytosis %

2 o e W R T @D e

Diluent Wortmanin .
0 5 15 30 0 5 15 30 Mn

Ul [ — - - |

Ctrl PD SB  WORT AG490 Ctrl FD SB  WORT AG490

GAPDH | e e S S—

Diluent IL-21

Diluent AGA490
0 5 15 0 5

15 min

p-STAT3 | . . |
GAPDH | S D S G S,

Fig. 4. Role of some mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and phosphoinositide 3-kinase—protein kinase B (PI3K/Akt) and Janus kinase—
signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT) pathways in the ability of interleukin (IL)-21 to enhance Fc gamma receptor (FcRy)-
mediated phagocytosis in THP-1 cells. (a) THP-1 cells were treated with the indicated inhibitors or corresponding diluent prior activation with
IL-21 (50 ng/ml) for the indicated periods of time and activation of extracellular signal regulated kinase (Erk)-1/2, p38, Akt and STAT-3 (a) or
phagocytosis (b) was performed as described in Materials and methods. (a) Results are from one representative experiment of three; (b) data are
means * standard error of the mean (n=26). #P < 0-05 versus diluent; **P < 0-01 or ***P< 0-001 versus Ctrl-1L-21. PD = PD98059%

SB = SB203580; Wort = wortmannin; AG = AG490.
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could also involve complement components. As illustrated
in Fig. 1, IL-21 did not increase the basal level of phagocy-
tosis of serum-opsonized or non-opsonized E. coli (Fig.
la,b, respectively) as well as serum-opsonized or non-
opsonized zymosan (Fig. lc,d), respectively. However, cells
were responsive to IL-21 because, as expected [15], the
cytokine treatment enhances the basal level of phagocytosis
of opsonized SRBCs from 23 =2:6% (mean *s.e.m.,
n=8) to 30-7 *+ 2-.9% (Fig. le).

IL-21 does not modulate the cell surface expression
of FcyR in human monocytes

Although we have reported previously that IL-21 enhances
the phagocytosis of opsonized SRBCs in human monocytes
and macrophages by a Syk-dependent mechanism [15], the
mode of action of IL-21 is still unclear. Therefore, we deter-
mined next whether or not IL-21 could modulate the cell
surface expression of FcyR in THP-1 monocytes and, as
illustrated in Fig. 2, IL-21 did not alter the expression of
CD16, CD32 or CD6A4.

Cell signalling events induced by IL-21

The cell signalling events induced by IL-21 in human
monocytes is documented poorly. As we have demon-
strated previously that [L-21 can activate Erk-1/2 in THP-1
cells [15], we then decided to investigate further the cell
signalling events induced by IL-21. As illustrated in Fig. 3a,
in addition to Erk/1-2 (used here as a positive control), IL-
21 activates p38 and Akt rapidly within 5 min of stimula-
tion. Also, we found that IL-21 can activate STAT-1 and
STAT-3 (Fig. 4b).

IL-21 enhances phagocytosis by a mechanism
involving activation of Erk-1/2, Akt and STATs
but not p38 in human monocytes

Next, we performed experiments in order to determine the
role of several intracellular proteins activated by IL-21 in
FeyR-mediated phagocytosis. First, we tested the ability of
different pharmacological inhibitors to reverse the ability
of IL-21 to induce tyrosine phosphorylation of a given pro-
tein. As illustrated in Fig. 4a, pretreatment of cells with the
corresponding diluent, PD98059 (MEK1/MEK2 and Erk-1/
2 sensitive inhibitor), SB203580 (p38 inhibitor), wortman-
nin (PI3K/Akt inhibitor) and AG490 (JAK/STAT inhibitor)
indicates that all inhibitors are able to reverse the activa-
tion/phosphorylation of the tested proteins; namely, Erk-1/
2, p38, Akt and STAT-3. Next, we used these inhibitors to
determine if they can reverse the ability of IL-21 to enhance
FcRy-mediated phagocytosis. As illustrated in Fig. 4b, all
inhibitors but SB203580 were able to decrease significantly
the percentage of phagocytosis at values close to the basal
level.

Mechanism involved in IL-21-induced phagocytosis
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Fig. 5. Interleukin (IL)-21 activates p38, signal transducer and
activator of transcription (STAT)-1 and STAT-3 in human
macrophages. Macrophages were treated with buffer (Ctrl) or IL-21
(50 ng/ml) for the indicated periods of time and activation of p38,
STAT-1 and STAT-3 was determined by Western blot experiments as
described in Materials and methods. Inset, the ability of IL-21 to
enhance Fc gamma receptor (FcRy)-mediated phagocytosis was
performed in parallel as described in Materials and methods. Results
are from one representative experiment of at least three.

Inset = results are means * standard error of the mean (n=6).

IL-21 activates STATs in human monocyte-derived
macrophages

‘We have reported previously that IL-21 activates Erk-1/2 in
HMDM [15]. Because of the present results indicating that
IL-21 can activate other MAPKs and STAT-1 and STAT-3
in human THP-1 monocytes, we then performed experi-
ments in order to determine if this is also observed in GM-
CSF-derived HMDM. As illustrated in Fig. 5, IL-21 induces
a very rapid tyrosine phosphorylation of p38 (within 15 s)
in macrophages. Also, this cytokine activates both STAT-1
and STAT-3 after ~5 min of stimulation in these cells,
which disappears after ~60 min. As expected [15], macro-
phages were fully responsive to IL-21, as evidenced by its
ability to enhance phagocytosis of opsonized SRBCs
(inset).

IL-21 enhances phagocytosis in HMDM by a MAPK-
and STAT-dependent mechanism

Fig. 6a illustrates that, as for THP-1 monocytes, the tested
inhibitors also reversed the phosphorylation of MAPKs,
STAT-1 and STAT-3 in HMDM. In addition, all these
inhibitors, with the exception of PD98059, were able to
decrease IL-21-induced phagocytosis, indicating that the
weak to moderate phosphorylation of Erk-1/2 is not
involved in this process (Fig. 6b).
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Fig. 6. Cell signalling events involved in interleukin (IL)-21-induced enhancement of Fc gamma receptor (FcRy)-mediated phagocytosis in
human macrophages. Macrophages were treated with the indicated inhibitors or corresponding diluent prior to activation with IL-21 for the

indicated periods of time and activation of protein kinase 3 (Akt), extracellular signal regulated kinase (Erk)-1/2, signal transducer and activator

of transcription (STAT)-1 and STAT-3 (a) or phagocytosis (b) was performed as described in Materials and methods. (a) Results are from one

representative experiment of three; (b) data are means * standard error of the mean (n = 4). #P < 0-05 versus diluent; **P < 0-01 or ***P < 0-001
versus corresponding diluent. PD = PD9805%; AG = AG490; Wort = wortmannin.

The capacity of human macrophages to phagocytose
zymosan is enhanced by IL-21 via a MAPK-, PI3K/
Akt- and JAK/STAT-dependent mechanism

Unlike THP-1 cells, HMDM are extremely adherent dur-
ing culture conditions, and instead of harvesting them by
a drastic procedure in order to determine phagocytosis
by FACS, we adopted another strategy based on the use of
the pHrodo green zymosan bioparticles conjugate for
phagocytosis that are pH-sensitive and non-fluorescent
extracellularly but fluoresce brightly inside cells, in the
phagosomes (green spots in Fig. 7b). As illustrated in Fig.
7a, IL-21 enhances significantly the basal level of zymo-
18-1 £3-4% to 31-7%2:4%
(mean * s.e.m., n=3). In one other cohort of experi-
ments, we next used the pharmacological inhibitors to
determine if IL-21 also acts by different intracellular
pathways under these experimental conditions. As illus-
trated in Fig. 7c, all the tested inhibitors decreased the

san phagocytosis from

capacity of IL-21 to enhance zymosan phagocytosis, indi-
cating the role of MAPKs, PI-3K/Akt and STATs in
human macrophages.

Discussion

In most of the review papers published on IL-21
[22,23,25-27], only two major observations regarding its
biological activity in monocytes—macrophages are
reported: IL-21 enhances phagocytosis and IL-8 produc-
tion. These observations originate from a few papers: one
where treatment with [L-21 in murine bone marrow-
derived macrophages was found to increase FITC-dextran
uptake [19]; one other where we found that IL-21 enhances
the phagocytosis of opsonized SRBCs in THP-1 cells, pri-
mary human monocytes and HMDM [15]; one where the
production of IL-8 by human monocytes was increased by
IL-21 [28]; and finally, one where we reported that 1L-21
induces IL-8 production in human macrophages [8]. Of
note, even recently, other excellent reviews simply ignore
the fact that monocytes and macrophages are targets of IL-
21. Therefore, even if the IL-21/IL21R system is attractive
to be exploited for the development of therapeutic strat-
egies [9,21,22,29-31], there is currently a serious lack of
information regarding how this system operates in human
monocytes and macrophages. Herein, we demonstrate that
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Fig. 7. Involvement of mitogen-activated
protein kinases (MAPKs) and phosphoinositide
3-kinase—protein kinase B (PI3K/Akt) and Janus
kinase—signal transducer and activator of
transcription (JAK/STAT) pathways in the
ability of interleukin (IL)-21 to enhance
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with buffer (Ctrl) or IL-21 (50 ng/ml) for 30
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phagocytose was determined as described in
Materials and methods; (b) representative
microphotographs of the pHrodo green
zymosan bioparticle phagocytosis assay; (c)
macrophages were pretreated for 30 min with
the indicated inhibitors prior to activation with

phagocytosis %

buffer or IL-21 for 30 min and phagocytosis
was then determined. (a) Results are
means * standard error of the mean (n= 3); (c)
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IL-21 does not enhance phagocytosis of E. coli and zymo-
san by human monocytes, even in the presence of human
serum, leading to the observation that, as yet, this cytokine
increases FcRy-mediated phagocytosis of SRBCs only in
human monocytes, as ovine erythrocytes were opsonized
specifically here with anti-SRBC antibodies. This suggests
that even if Syk is activated in these cells [15], the down-
stream events involved in these types of phagocytosis are
not activated efficiently. However, we reported that IL-21
does not alter the cell surface expression of the FcRy CD16,
CD32 and CD64 in monocytes directly after 30 min of
stimulation with IL-21 or when cells were kept 1 h after
their activation. To the best of our knowledge, this is the
first time that the expression of these receptors has been
studied in IL-21-treated human monocytes. However, in
one study, 1L-21 was found to maintain the expression of
CD16 on monocytes, but this was observed in an experi-
mental condition requiring the presence of IL-10 in the
supernatants from CD3/CD28/IL-21-activated T cells, and
this was determined after 24 h of culture [32].

Even if the cell signalling events and the roles of 1L-21
are well established in most of the immune cell types, in
particular in lymphoid B, T and NK cells [21,33-36], this is
not the case for human monocytes and macrophages.

Diluent IL-21

Therefore, the results of this present study, demonstrating
that IL-21 enhance phagocytosis in human monocytes and
HMDM by a mechanism requiring activation of several cell
signalling molecules, are novel observations, increasing our
general knowledge on the mode of action of IL-21. Indeed,
in addition to Syk [15] and Erk-1/2 [15,28], we determined
here that p38, Akt, STAT-1 and STAT-3 are new molecular
targets of IL-21 in these cells.

In our previous study, we reported that IL-21 can
enhance phagocytosis of opsonized SRBCs in THP-1, pri-
mary monocytes and HMDM [15]. In this study we found
that IL-21 can enhance phagocytosis of zymosan by
HMDM, but not by THP-1 cells. It is interesting to note
that, in one other study, we reported previously that IL-21
can increase the production of IL-8 by HMDM, but not by
primary monocytes [8], suggesting that mature differenti-
ated cells are more responsive to IL-21. However, and in
contrast to our results, only one study reported that IL-21
was able to increase the IL-8 production by primary human
monocytes [28]. Monocytes were plated at very high cell
density (30 X 10° cells/ml versus 1 % 10° cells/ml in our
experimental conditions), and the basal level of secreted
IL-8 was not monitored over time in corresponding
untreated cells.
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Also in this study we report that IL-21, in contrast to
monocytes, enhance the ability of HMDM to phagocytose
zymosan, again suggesting that mature differentiated cells
are more responsive to IL-21. In general, the yeast cell wall
component zymosan is known to bind to Toll-like receptor
(TLR)-2 during inflammatory responses whereas phagocy-
tosis of zymosan, as performed here, is known to involve
different receptors that could recognize the same or differ-
ent of its components. For example, receptors to sugars (in
particular mannose receptors) are known to be involved
and to lead to zymosan uptake/internalization/phagocytosis
by phagocytes, including macrophages [37,38]. However, as
human monocytes such as THP-1 cells do not express the
mannose receptor [39], it is tempting to speculate that IL-
21 enhances the phagocytosis of zymosan in HMDM by
altering the expression of the mannose receptors and/or the
subsequent intracellular signalling events. Interestingly,
pharmacological inhibition of PI3K/Akt was found previ-
ously to block non-opsonized zymosan by macrophages
[39]. Thus, our present results support this further, as in
addition to activation of Akt by IL-21, we also demonstrate
that wortmannin (known to inhibit PI3K/Akt) blocks IL-
21-induced phagocytosis of not only opsonized SRBCs but
also that of non-opsonized zymosan in HMDM. Neverthe-
less, we are aware that several other receptors/components
may be involved and that several experiments need to be
performed to determine fully the mode of action of IL-21
during human macrophage phagocytosis of opsonized
(SRBCs) and non-opsonised (zymosan) particles.

In addition to the very few previous studies reporting
that IL-21 enhance phagocytosis in rodents [19] or human
monocytes and macrophages [15], our present data dem-
onstrating that IL-21 activates different cell signalling
events in human monocytes and macrophages, including
MAPKs, PI3K/Akt and JAK-STAT, provide new mechanis-
tic insights into IL-21. In addition, our data indicate that
the modulatory activity of IL-21 in human monocytes and
macrophages is complex and may have relevance in the
development of new or ongoing therapies, in particular for
the use of IL-21 blockers. As we have used GM-CSF-
induced monocyte differentiation into macrophages in this
study, it will be interesting in future to determine if IL-21
will use these same cell signalling pathways when macro-
phages will be derived from M-CSF-induced monocytes
having certain phenotypical differences.
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Résumé de l'article 3 en francais

Activité biologique de l'interleukine (IL)-21 dans les monocytes et

macrophages humains.

Malgré que les rbles biologiques de I'lL-21 aient été étudiés dans plusieurs types de leucocytes
humains, les monocytes et les macrophages font toujours office de cellules négligées. Toutefois,
nous avons récemment rapporté que I'lL-21 augmente la capacité de ces cellules a exercer la
phagocytose, en plus d’identifier Syk comme une nouvelle cible moléculaire de I'lL-21. L’objectif
de cette étude était de poursuivre l'investigation des interactions entre I'lL-21 et les monocytes et
les macrophages dérivés des monocytes humains. Nos résultats montrent que I'lL-21 n’est pas
un agent chimioattractant des monocytes, mais elle peut accroitre leur capacité a adhérer a un
substrat cellulaire sans moduler I'expression de surface de différentes molécules d’adhésion telles
que CD18, CD29, CD49D, CD11a, CD11b, ICAM-1, ICAM-3 et CD62L. En utilisant un panel
d’inhibiteur pharmacologique, nous avons montré que I'activation de Syk était nécessaire dans la
capacité de I'lL-21 a augmenter I'adhésion cellulaire. Contrairement a ce que I'on a observé dans
les monocytes, I'lL-21 accroit I'activité et la sécrétion de la métalloprotéinase-9 dans les MDMH,
tel que démontré par zymographie et immunobuvardage de type western, respectivement. En
utilisant la quantification par ELISA, cette étude montre que I'lL-21 n’a pas entrainé la sécrétion
d’'IL-6, de MIP-1a et GRO-a dans les MDMH ni celle de ces médiateurs solubles en réponse au
LPS. Nous concluons donc que I'lL-21 posseéde d’autres activités biologiques que sa capacité a
accroitre la phagocytose dans les monocytes et les macrophages humains. Finalement, nous
concluons également que cette cytokine ne posséde pas un large spectre d’activité biologique

dans ces cellules myéloides humaines.
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ABSTRACT

Although the biological roles of interleukin (IL)-21 have been studied in several types of human
immune cells, monocytes and macrophages are among the most neglected ones. However, we
recently reported that IL-21 increases the capacity of these cells to exert phagocytosis and that
Syk is a new molecular target of IL-21. The aim of this study was to pursue investigating the
interaction between IL-21 and human monocyte-derived macrophages (MDMH). We found that
IL-21 is not chemoattractant for monocytes but can increase their capacity to adhere onto a cell
substratum without altering the cell surface expression of CD18, CD29, CD49D, CD11a, CD11b,
ICAM-1, ICAM-3 and CD62L. However, using a panel of pharmacological inhibitors, we found that
Syk is very important in the capacity of IL-21 to induce cell adhesion. Unlike in monocytes, IL-21
was found to increase metalloproteinase (MMP)-9 secretion and activity in MDMH, as assessed
by western blot and zymography experiments, respectively. As assessed by ELISA, we reported
here that IL-21 did not increase the production of the IL-6 cytokine and the MIP-1a and GRO-a
chemokines in MDMH as well as it did not alter the LPS-induced production of these soluble
mediators. We conclude that IL-21 possesses other biological activities than its capacity to
increase phagocytosis by human monocytes and macrophages but we also conclude that this

cytokine does not have a large spectrum of biological activities in these human myeloid cells.

Keywords: Interleukin-21; monocytes; macrophages; cellular functions
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1. INTRODUCTION

Interleukin (IL) -21 is the most recent identified member of the CD132 or yc user cytokines (Asao
et al., 2001, Ozaki et al., 2000, Parrish-Novak et al., 2000). It is mainly produced by activated T
and NKT cells and plays a crucial role in the regulation of immune functions (Spolski et al., 2014).
Its receptor is composed of a specific alpha chain (IL-21Ra or CD360) and the common y chain
(yc or CD132) shared by receptors to IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 and IL-15. The binding of IL-21 to its
receptor, leads to the activation of several signaling pathways, including, Janus kinase (JAK) and
signal transducer and activator of transcription (STAT) pathways (Asao et al., 2001, Habib et al.,
2002, Ozaki et al., 2000, Stathopoulos, Zhou et al., 2007), mitogen-activated protein kinase
(MAPK) and phosphoinositide 3-kinase (PI13K)/Akt pathway (Pelletier et al., 2004a, Zeng et al.,
2007). IL-21 has a pleiotropic effect on several cell types as it can mediate T cell survival, their
differentiation and proliferation, promote the maturation of B cells into plasma cells and
immunoglobulin (Ig) producing cells, and regulate NK cell proliferation and cytotoxicity (Spolski et
al., 2014). More recently, few studies demonstrate that IL-21 could also affect the biology of cells
of myeloid origin. For example, IL-21 possesses inhibiting activities on bone marrow derived
dendritic cells since it can reduce their activation, maturation and reverse the cytokine production
induced by LPS stimulation (Brandt et al., 2003a, Brandt et al., 2003c). In contrast, one other study
reported that IL-21 induced IL-1B in conventional DC that was partially regulated by STAT3
activation (Wan et al., 2015). Thus, IL-21-induced responses can vary between similar cell types,
underlining the needs for better understanding its effect among all different types of cells. In this
respect, the role of IL-21 on monocytes and macrophages has been less studied. We are among
the few teams investigating in this area and we have demonstrated that IL-21 enhances the ability
of primary human monocytes and granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF)-
derived macrophages to exert phagocytosis and that spleen tyrosine kinase (Syk) is a new

intracellular molecular target of IL-21 (Vallieres et al., 2017, Valliéres et al., 2013).

IL-21 is involved in the development of several inflammatory and autoimmune diseases such as
rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus and inflammatory bowel diseases (Bubier et
al., 2009, Herber et al., 2007, Ryu et al., 2015, Young et al., 2007). Despite the fact that the role
of IL-21 in inflammatory diseases was evidenced by the utilization of a blocking IL-21R.Fc fusion

protein where the severity and symptoms were diminished, the exact mode of action is still not
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clear. In one study, IL-21 was found to induce migration and invasion of fibroblast-like
synoviocytes (FLS) from rheumatoid arthritis (RA) patients as well as metalloproteinase (MMP)-3
and MMP-9 secretion via PI3K/Akt, STAT and MAPK pathways, leading to bone and cartilage
deterioration (Xing et al., 2016). In one other study, IL-21 was found to induce MMP-1,-2, -3 and
-9 expression and activity in fibroblasts from Crohn's disease patients (Monteleone et al., 2006)
and MMP-2 and -9 Helicobacter pylori-infected gastric mucosa (Caruso et al., 2007a). Also, both
invasion and migration of cancerous MDA-231 cells were promoted by IL-21 (Wang et al., 2015).
Monocytes and macrophages are known to express a functional IL-21R and knowing the
importance of MMPs in disease progression, we investigate here if IL-21 could alter function others

than phagocytosis, including MMP secretion/activity in these cells.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Reagents.

RPMI 1640, HEPES, penicillin/streptomycin, heat inactivated fetal bovine serum (FBS) and Hank’s
balance salt solution (HBSS) were purchased from Life technologies (Grand Island, NY, USA).
Ficoll-paque was obtained from GE healthcare Bio-science AB (Uppsala, Sweden).Trypan blue,
the JAK-2/JAK-3, STAT-1, -3, -5a and -5b inhibitor tyrphostin B42 (or AG490), MAPK/ERK
inhibitor PD98059 and p38 MAPK inhibitor SB203580 were obtained from Sigma Aldrich (St-
Louis, MO, USA) and the Akt inhibitor wortmannin and Syk inhibitor Il were purchased from EMD
Biosciences (San Diego, CA, USA). Calcein-AM was from Invitrogen (Eugene, OR,
USA).Cytokines (GM-CSF and IL-21) were purchased from Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA).
Antibodies against CD11a, CD11b, CD29, CD62L, ICAM-3 and GAPDH were purchased from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-CD18, -CD49d and — ICAM-1 were from
BD Biosciences (San Diego, CA, USA). Antibodies against MMP-2 and MMP-9 were bought from
(Abcam, Cambridge, UK). Ultrapure LPS from Salmonella spp. was purchased from InvivoGen
(San Diego, CA). All secondary antibodies came from Jackson Immuno Research Laboratories
(West Grove, PA).

2.2. Cell culture conditions and preparation of human macrophages.

2.2.1. THP-1 cell culture.

THP-1 cells (ATCC® TIB-202™) were obtained from ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA), and culture in RPMI 1640 supplemented with 2.05 mM L-Glutamine, 100 mM
HEPES, 100 U/ml penicillin, and 100 mg/ml streptomycin (further referred to as RPMI 1640) and

10% FBS and incubated in a 5% CO, atmosphere at 37°C. Cells were subculture before reaching
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a concentration of 8 x 10° cells/ml as recommended by ATCC. Cell viability was systematically
evaluated by trypan blue exclusion assay before and after each treatment, and mortality never
exceeded 5%.

2.2.2. EA.hy926 cell culture.

The human umbilical vein cell line EA.hy926 (ATCC® CRL-2922™) was purchased from ATCC
and was grown in RPMI-1640 supplemented with 10% FBS as we previously documented
(Murphy-Marion et al., 2017) . Cell viability was systematically evaluated before and after each

treatment, and mortality never exceeded 5%.

2.2.3. Human macrophages.

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from venous blood of healthy
volunteers by centrifugation over Ficoll-paque. Blood donations were obtained from informed and
consenting individuals by an institutionally approved procedure. Human monocyte-derived
macrophages (MDMH) were generated by incubating 4 x 10®° PBMC at 37°C in a 5% CO.
atmosphere for 2h in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated autologous
human serum in 48-well plates. Monocytes obtained by removing the non-adherent PMBC were
further incubated for 7 days in RPMI- 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS
+ 2 ng/ml GM-CSF to obtain macrophages as previously described (Valliéres et al., 2013). In all
experiments, cell viability was assessed by trypan blue exclusion prior to experiments and

mortality never exceeded 5%.

2.3. Adherence assay.

Human monocyte-like THP-1 cells were treated with the diluent or with IL-21 (50 ng/ml) for 30 min,
labeled for 30 min with 5 mM calcein-AM and coculture onto confluent EA.hy926 endothelial for
1h. Wells were rinsed five times with HBSS and adhesion of THP-1 cells was determined by
observation with a Leica DMIL photomicroscope equipped with an ebq 100 dc epifluorescent
condenser. Images were taken with a Canon Eos. Results were obtained by counting five
representative fields using Image J cell counter. In some experiments, THP-1 cells were
pretreated with inhibitors to MAPK/ERK (PD98059, 10 uM), MAPK p38 (SB203580, 5 uM),
Jak/STAT (AG490, 30 uM), PIBK/Akt (wortmannin, 50 nM), or Syk (Syk inhibitor II, 1 mM) for 30

min prior to the adherence assay.
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2.4. Assessment of adhesion molecule expression by flow cytometry

THP-1 cells (1 x 108 cells/ml) was incubated in PBS-20% human serum to block Fc site. After
several washes, cells were stained with 10 pl of FITC-conjugated anti-CD11a, -CD11b, -CD62L,
ICAM3 or PE-conjugated anti-CD18, -CD29, -CD49d or the appropriate isotypic control antibodies
for 30 min on ice. Cells were washed twice with ice-cold PBS before being resuspended at 1x10°8
cells/ml. Cell surface expression was determined immediately using fluorescence activated cell
sorter (FACS)Calibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). In some experiments, cells were

treated for 30 min with the diluent or IL-21 (50ng/ml) and cells were marked as above.

2.5. Human monocyte-like THP-1 chemotaxis assay.

In vitro chemotaxis was performed in a 48-well microchemotaxis chamber (Neuro Probe Inc.,
Gaithersburg, MD) using a 5 um polycarbonate membrane filter as previously described (Ratthe
et al., 2002) . Briefly, the bottom wells were loaded with diluent, increasing doses of IL-21 (5-500
ng/ml) or LPS (100 ng/ml). The membrane was then placed over the wells, and the top layer of
the chamber was finally added over the membrane. 5 x 10* Cells (50 pl from a 1 x 108 cells/ml in
RPMI-1640 suspension) were added to the top chamber wells and was incubated at 37°C for 60
min in a humidified incubator in 5% CO, atmosphere. After the incubation, the top of the chamber
was removed and the upper side of the membrane was carefully wiped with the rubber scraper
provided by the manufacturer. Finally, the membrane was stained with Hema-3 Stain staining kit
according to the manufacturer’s instruction and mounted on a glass slide, and examined under a
microscope 400X. The number of cells in 10 representative fields was counted and the results

were expressed as the absolute number of cells.

2.6. Zymography.

THP-1 cells or MDMH were treated as indicated in the figure legend for 24 h and the samples
were then centrifuged at 2000 rpm for 10 min at 4 C. The supernatants (10 pl) were then mixed
with non-reducing buffer (40% glycerol, 1 M Tris-HCI [pH 6.8], 8% sodium dodecyl sulfate [SDS])
and resolved over a 7.5% acrylamide gel containing 0.2% gelatin. The gel was then washed for
30 min twice with 2.5% Triton X-100 in water and incubated overnight in enzymatic digestion buffer
(50 mM Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NaCl, 5 mM CaCl.). Thereafter, the gels were stained with 0.1%
Coomassie blue solution and de-stained to determine the gelatinase activity, i.e. visualized by the

apparition of white zones in blue-stained gel.

112



2.7. Western blotting experiments

Pellets from cells treated for zymography were lysed in Laemmli’'s sample buffer and resolved
onto 7.5% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
transferred to nitrocellulose membranes for the detection of specific protein as indicated in the
figure. Membranes were blocked for 1 h at room temperature in Tris-buffered saline (TBS)-Tween
(0.15%) containing 3% BSA. After washing, primary antibodies were added at a final dilution of
1:1000 in TBS-Tween. The membranes were kept overnight at 4°C with gentle agitation, then
washed with TBS-Tween and incubated for 1h at room temperature with the appropriate
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies (1:20 000 in TBS-Tween)
followed by several washes. Protein expression was revealed using Clarity ECL substrate with
ChemiDoc MP imaging systems (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Membranes were stripped with
reblot plus strong antibody stripping solution (Millipore, Billerica, MA, USA) and reprobed to

confirm equal loading of proteins.

2.8. Production of cytokines/chemokines by human macrophages.

MDMH were rinsed twice with warm HBSS and then incubated with diluent, LPS (100 ng/ml), IL-
21 (50 ng/ml) or LPS + IL-21 in RPMI 1640 medium-10% heat-inactivated FBS, for 24h in a 5%
CO; atmosphere at 37°C. The supernatants were then collected and centrifuged at 13000 g for
10 min at 4 °C and then stored at -80 °C for. The concentration of IL-6, MIP-1a and GRO-a
released in the external milieu were quantified using commercial ELISA kits according to the
manufacturer’s instructions (IL-6 and MIP-1a from Life Technologies, Frederick (MD) and Gro-a

from R&D Systems, Minneapolis (MN)).

Statistical analysis.

The data are reported as mean + SEM and were analyzed by one-way ANOVA (repeated
measures ANOVA) and differences of each group vs. control groups were assessed by the
Dunnett or Tukey's post-test using GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad

Software, San Diego, California, USA). Statistical significance was established at *, p < 0.05.
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3. RESULTS
3.1. IL-21 does not induce migration of monocyte-like THP-1 cells.

As monocyte recruitment to an inflame site is a major step for establishing inflammation and, since
IL-21 possesses the capacity to induce migration (Wang et al., 2015, Xing et al., 2016), we asked
whether or not IL-21 would induce migration in THP-1 cells. As illustrated in Fig. 1, IL-21 does not
induce chemotaxis at various tested concentrations ranging ranging from 5-500 ng/ml. In contrast,

and, as expected, LPS (100 ng/ml) induced chemotaxis by a factor of ~3.
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Figure 1. IL-21 is not chemoattractant for human monocytes. THP-1 cells were incubated with
diluent (Citrl), the positive control LPS (100 ng/ml) or the indicated concentrations of IL-21 in an in
vitro chemotaxis chamber and chemotaxis was determined as described under Materials and
Methods. A, results are expressed as absolute count number and represented means + SEM (n=
3). B, microphotograph of a representative field for Ctrl, IL-21 (50 ng/ml) and LPS.
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3.2. IL-21 induces adhesion of THP-1 cells onto endothelial EA.hy926 cells by a Syk-dependent

mechanism.

Next, we verified if IL-21 could increase cellular adhesion. Fig. 2 shows that IL-21 increases the
capacity of THP-1 cells to adhere onto endothelial EA.hy926 cells by a factor of 2.3 + 0.4. Since
we previously reported that Jak/STAT, MAPK, Akt and Syk activation was important in modulating
other cellular functions by IL-21 in human monocytes and macrophages (Vallieres et al., 2017,
Vallieres et al., 2013), and, knowing that these signaling pathways are also involved during
monocyte adhesion (Cambien et al., 2001, Chang et al., 2012), we next determined the
importance of these pathways/enzymes in IL-21-induced cell adhesion. Using pharmacological
inhibitors, we observed that the different inhibitors could slightly to moderately inhibit the IL-21
effect (Fig. 2B) although a tendency was noted for p38 (SB inhibitor), but that only Syk inhibition
significantly reversed the IL-21 induced adhesion (Fig. 2C).

34 ‘ Ctrl IL-21
A =
e
()
22
L
[&]
=
S 1
(N
0-
Ctrl IL-21
1000+
B C

8004

6004

4004

absolut cell number

2004

absolute cell number

0-
Ctrl  Sykll Ctrl Sykll

04
Ctrl PD SB AG490 Wort Dil PD SB AG490 Wort

Diluent IL-21

Diluent 1L-21

Figure 2. IL-21 enhances adhesion of human monocytes onto endothelial EA.hy926 cells. THP-1 cells were
treated with diluent (Ctrl) or IL-21 (50 ng/ml) for 30 min, labelled with calcein AM and incubated on confluent
EA.hy926 cells for 1h. Adhesion assay was performed and measured as described in Materials and
Methods. A, results are expressed as fold of increase (means + SEM, n=6). Inset, Photomicrography of a
representative field for Ctrl and IL-21 treated cells that were plotted in the bar graph. Dots, (arrows) represent
adherent monocytes. B,C, cells were pretreated with MAPK/ERK inhibitor PD98059 (10 uM), MAPK p38
inhibitor SB203580 (5 uM), Jak/STAT inhibitor AG490 (30 uM), PI3K-Akt inhibitor wortmannin (50 nM), or
Syk inbitor II prior to the adhesion assay. Results are means + SEM (B, n=4 and C, n=5).
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3.3. Surface expression of adhesion molecules in IL-21-induced THP-1 cells.

Attachment of monocytes to the endothelial cell substratum requires interaction between adhesion
molecules at the cell surface of both monocytes and endothelial cell (Kamei et al., 2010, Ley et
al., 2007, Luo et al., 2007). Therefore, we next verified if treatment with IL-21 will alter the THP-1
cell surface expression of different adhesion molecules. We first determined the basal expression
of different adhesion molecules express at the surface of THP-1 cell. As shown in Fig. 3A, naive
THP-1 cells present a strong expression CD18, CD29, CD49D and CDl1la and a weaker
expression of ICAM1, ICAM3 and CD11b. As expected, THP-1 cells did not constitutively express
CD62L at their cell surface (Prieto et al., 1994). Of note, the same treatment with IL-21 resulting
in the increasing capacity of THP-1 to adhere onto endothelial cells did not alter the basal surface
expression of any of the tested molecules (Fig. 3B-D). The same results were obtained even after

2h of stimulation with IL-21 (data not shown).
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Figure 3. IL-21 does not modulate cell surface expression of adhesion molecules in human
monocyte-like THP-1 cells. Three separate batches of THP-1 cells were cultured and used to
determine the cell surface expression of different adhesion molecules by flow cytometry using
specific antibodies directed against CD11a, CD11b, CD18, CD29, CD49d, CD62L, ICAM-1 and
ICAM-3 or the corresponding isotypic controls (Iso), as described in Materials and Methods. A,
cells were untreated, treated with diluent or IL-21 (50 ng/ml) for 30 min. Note that the isotypic Citrl
overlapped with CD62L. B, results are expressed as geometric mean fluorescence intensity
(Gmean). Data are means £+ SEM (n=3).
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3.4. Effect of IL-21 on gelatinase activity and MMP synthesis in monocytes and macrophages.
IL-21 does not modulate LPS-induced MMP-9 secretion.

Knowing that IL-21 can induce the secretion of MMPs in FLS, fibroblast and gut epithelial cells
(Caruso et al., 2007a, Monteleone et al., 2006, Xing et al., 2016), and that it can also induce
gelatinase activity, we first studied its ability to increase gelatinase activity by zymography
experiments using the supernatants from IL-21-induced THP-1 cells. Fig. 4A illustrates that, in
contrast to LPS that induces MMP-9 (but not MMP-2) gelatinase activity, IL-21 (10-500 ng/ml) did
not induce any of them. Using the same supernatants used for zymography experiments, LPS
was found to markedly increase the MMP-9 (but not MMP-2, data not shown) protein expression
as determined by western blot experiments. The corresponding cell pellets were used to determine
the protein expression of both MMP-9 and MMP-2 and, as illustrated in Fig. 4B, LPS was found
to increase the weak basal expression of MMP-9, unlike IL-21. In contrast to MMP-9, the
intracellular basal expression of MMP-2 was relatively high, but IL-21 treatments did not alter its
expression. Since IL-21 is known to reverse some LPS-induced activities, including the secretion
of cytokines by human dendritic cells and murine macrophages (Li et al., 2013, Strengell et al.,
2006), we next studied the capacity of IL-21 to modulate the LPS-induced gelatinase activity and
MMP-9 expression in THP-1 cells. As shown in Fig. 5, IL-21 did not alter the LPS-induced
gelatinase activity (Fig. 5A) as well as the protein expression of MMP-9 detected in the
supernatants (Fig. 5B). Using the cell pellets to detect the intracellular MMP-2 and MMP-9 protein
levels, we found that IL-21 did not change the levels induced by LPS treatment (Fig. 5C).
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Figure 4. IL-21 does not modulate the secretion of MMP-2 and MMP-9 and the gelatinase activity in human
monocytes. THP-1 cells were treated with diluent (Ctrl), LPS (100 ng/ml) or the indicated concentrations of
IL-21 for 24h. A) gelatinase activity the supernatant was revealed by zymography as described in Materials
and Methods (upper panel) and the presence of MMP-9 in the same supernatant was confirmed by western
blot experiments (lower panel). Note that MMP-2 was undetectable in the supernatants (not shown). B,
western bot analysis was used to detect the expression of MMP-2 and MMP-9 in the whole cell lysate.
Results are from one representative experiment out of six.
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Figure 5. IL-21 does not amplify the LPS-induced gelatinase activity and MMP-9 secretion in human
monocytes. THP-1 cells were treated with diluent, IL-21 (50 ng/ml), LPS (100 ng/ml) or IL-21 and LPS for
24h. A, gelatinase activity was determined by zymography as described in Materials and Methods. Results
are from one representative experiment out of six. Inset, the densitometric analysis of gelatinase activity of
MMP-9 and MMP-2 are shown (means + SEM, n=6). The presence of MMP-9 and MMP-2 in the supernatant
(B) or in the whole cell lysate (C) was determined by western blot experiments. Note that MMP-2 was
undetectable in the supernatants (not shown). Results are from one representative experiment out of six.
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IL-21 induces gelatinase activity and MMP-9 secretion by human macrophages.

Because of the above results indicating that IL-21 does not induce gelatinase activity, we next
wanted to confirm this in MDMH. In contrast, as shown in Fig. 6A, IL-21 can induce gelatinase
activity as determined by zymography experiments (upper panel) and can also induce the
secretion of MMP-9 protein into supernatants (lower panel) but not MMP-2 that, again, was
undetectable in the supernatants as assessed by western blot (data not shown). As illustrated in
Fig. 6B, IL-21 did not alter the intracellular the protein expression of both MMP-9 and MMP-2.
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Figure 6. IL-21 induces gelatinase activity and MMP-9 secretion in human macrophages. MDMH
were treated with diluent (Ctrl) or the indicated concentrations of IL-21 for 24h and gelatinase
activity (A) or detection of MMP-9 and MMP-2 in the supernatants (B) or in whole cell lysates (C)
were performed by zymography and western blot experiments, respectively. Note that MMP-2 was
undetectable in the supernatants (not shown). Results are from one representative experiment
out of three.
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3.5. IL-21 does not induce the production of IL-6, MIP-7a and GRO-a in naive or in LPS-induced

human macrophages.

IL-21 is known to possess some pro-inflammatory activities (Pelletier et al., 2004b, Pelletier et al.,
2007b). Although it was previously found that IL-21 induced the production of different cytokines
and chemokines in human monocytes (Fuqua et al.,, 2008), such role exerts in human
macrophages is not well known. Fig. 7 illustrates that IL-21 did not alter the basal expression of
the cytokine IL-6 (Fig. 7A) and of both chemokines MIP-1a and GRO-a (Fig. 7B and Fig. 7C,
respectively). In addition, IL-21 did not alter the ability of LPS to increase the production of these
soluble mediators in MDMH.
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Figure 7. IL-21 does not induce the production of IL-6, MIP-1a and GRO-a in naive or in LPS-
induced human macrophages.MDMH were treated with diluent (Ctrl), IL-21 (50 ng/ml), LPS (100
ng/ml) or a mixture of IL-21 + LPS for 24h and the production of IL-6, MIP-1a and GRO-a was
quantified by ELISA as described in Materials and Methods. Results are means + SEM (n=6).
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4. DISCUSSION

IL-21 and other yc (CD132) user cytokines are known to be involved in a various inflammatory
diseases, including RA, systemic lupus erythematosus and cancers (Kovanen et al., 2004, Spolski
et al., 2008a). The role of IL-21 in myeloid cell biology is becoming more defined. For example, it
is well established that IL-21 can modulate monocytes and macrophages functions, especially
phagocytosis and cytokine production (Fuqua et al., 2008, Li et al., 2013, Rickert et al., 2008,
Vallieres et al., 2017, Valliéres et al., 2013), and to regulate dendritic cell maturation and functions
(Brandt et al., 2003a). Here, we show that IL-21, in contrast to LPS, is not a chemoattractant for
human monocytes but increases their adhesion onto human endothelial cells. Adhesion of cells
onto the endothelium is at the beginning of the process toward the migration of monocyte to the
targeted site. Different cell surface adhesion molecules are involved during monocytes and
endothelial cell interactions. For example, LFA-1, VLA-4 and Mac-1 are known to be involved in
the monocyte rolling and arrest after their ligation to adhesion molecules, such as ICAM-1, ICAM-
2 and VCAM-1 expressed at the surface of the endothelial cells (Luo et al., 2007). Here, we show
that IL-21 induces adhesion of the monocyte-like THP-1 cell line onto the EA.hy926 endothelial-
like cell line without altering the cell surface expression of each of the individual component of
LFA-1 (C18/CD11a), MAC-1 (CD18/CD11b) and VLA-4 (CD29/CD49d). In addition, we show that
the cell surface expression of other adhesion molecules such as CD62L, ICAM-1 and ICAM-3 was
also unaffected by IL-21 treatments. The ability of monocytes to adhere onto cell substratum
depends on both the affinity and avidity of the adhesion molecules (Carman et al., 2003).
Therefore, our negative results might be explained by an increased affinity of some of these
molecules or by a clustering of the integrins (valency) that could not be detected by our flow
cytometry procedure. Also, we cannot rule out the possibility that other molecules expressed by
monocyte are involved in IL-21-induced cell adhesion. For example, chemokine C-C motif receptor
1 (CCR1), CCR2 and CCRS5 are known to be implicated in the arrest of monocytes(Gerhardt et
al., 2015), but have not been tested in our study. Finally, even though we did not directly stimulate
the EA.hy926 cells, IL-21 could induce cytokine secretion by THP-1 cells which could activate the
endothelial cells and in term increase expression of various adhesion molecules at their own
surface and, therefore, help in the attachment of monocytes by an indirect mechanism. This

remains to be determined.
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Several cell signaling pathways and kinases, including MAPK, PI3K/Akt, GPCR, and Syk are
known to be involved in monocyte adhesion onto vascular epithelium (Cambien et al., 2001,
Chang et al., 2012, Ley et al., 2007). Signaling events are important to increase the avidity by, for
or example, mediating the conformational change of adhesion molecules needed to attach firmly
to the vessel walls. We have previously shown that IL-21 can activate some cell signalling
pathways in THP-1 cells (Vallieres et al., 2017, Valliéres et al., 2013). In the present study, we
used pharmacological inhibitors to evaluate the importance of Erk-1/2, Akt, p38 and Syk activation
in IL-21-induced cellular adhesion. The partial inhibition observed after treatment with p38 and
Syk inhibitors confirm that adhesion of monocytes onto endothelial cells is a complex process
involving simultaneous activation of different cells signaling pathways/kinases to be fully
functional. However, our results also indicate that inhibition of only one signaling pathway was
insufficient to completely reverse the IL-21 effect. Thus, these results suggest that even if IL-21 is
not a direct chemoattractant for monocytes, it can help in their recruitment to target sites by

promoting their adhesion to the vessel walls.

MMPs forms a family of protease sharing a conserved pro-domain, maintaining them in latent
forms that can be activated under different circumstances (Marco et al., 2013, Parks et al., 2004).
Their roles within the organism comprise a wide range of functions from tissue homeostasis and
remodeling to host defense. For example, extracellular matrix degradation by MMPs helps
leukocytes to migrate to the inflame site (Ley et al., 2007). In addition to this, MMP secretion is
also a major contributor to tissue damage caused by inflammation. Deregulation of MMP
expressions have been linked to many inflammatory and autoimmune diseases such as RA and
inflammatory bowel diseases, diseases in which IL-21 is known to be involved (Ahrens et al., 1996,
Fina et al., 2007, Fingleton, 2017, Monteleone et al., 2006, Nissinen et al., 2014). Interestingly, IL-
21 was previously reported to induce MMP secretion by intestinal fibroblasts and epithelial cells
that can also be involved in inflammatory diseases (Caruso et al., 2007a, Monteleone et al., 2006).
Herein, we show that IL-21 induces MMP-9 secretion by MDMH but not by THP-1 cells.
Considering that MMPs, macrophages and IL-21 are all involved in RA, it is tempting to speculate
that the direct effect of IL-21 on MMP secretion by macrophages and fibroblasts is a major
contributor to the joint destruction observed in RA. Overall, our study supports the importance to
pursue investigating the IL-21 modulatory activity on the biology of cells of myeloid origin in order

to limit undesired side effects of future therapeutic strategies targeting the IL-21/IL-21R system.
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IL-21 can induce the migration and invasion of fibroblast-like synoviocytes isolated from RA
patients (Xing et al., 2016). The role of IL-21 in the recruitment of mononuclear phagocytes to the
inflammatory site is still unclear. We have previously shown that administration of IL-21 into murine
air pouches recruited an increased number and proportion of neutrophils and mononuclear cells
in the exudates (Pelletier et al., 2004a). Because IL-21 is nhot chemotactic for monocytes (Fig. 1),
it is tempting to speculate that that the increased recruitment of mononuclear cells we previously
reported was not induced by a direct effect of IL-21 on monocytes but rather by an indirect
mechanism. Such an indirect mechanism could be an increase cytokine secretion from the murine
air pouch lining cells. To support this, we previously documented that IL-4, one other yc user
cytokine, was found to attract leukocytes (mainly neutrophil (60%) and monocytic (40%) cell
populations) 9h after its administration into air pouches (Ratthe et al., 2009). Interestingly, we
found that CCL-2 (also referred to as monocyte chemoattractant protein-1 or MCP-1) was the
chemokine predominantly detected in the exudates in response to IL-4 before the arrival of
leukocytes. After harvesting air pouch resident lining cells and incubated them in vitro with IL-4,
we found that CCL-2 production was increased by IL-4 suggesting that IL-4 attracts leukocytes in
vivo by an indirect mechanism involving the production of several analytes by, at least, resident

cells.

Because we found previously that IL-21 can attract neutrophil and monocytic cells and that in
contrast to LPS, IL-21 did not increase then local production of different cytokines/chemokines,
including IL-6 and MIP-1a into murine air pouches, we were interested in investigating the
possibility that IL-21 could induce the production of such soluble factors by human macrophages.
Here, we reported that IL-21 did not increase by itself the production of IL-6, MIP-1a and GROa
by macrophages and did not further increase the production of these factors known to be induced
by LPS (Suzuki et al., 2000). This further supports that IL-21 induces leukocyte infiltration in vivo

by a mechanism distinct than that utilizes by LPS.
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5. CONCLUSIONS

We reported herein that IL-21 possesses other biological activities in monocytic cells other than
its ability to increase phagocytosis. It can increase the ability of monocytes to adhere onto a cell
substratum such as the EA.hy926 endothelial cells by a mechanism not involving an increase cell
surface expression of CD18, CD29, CD49D, CD11a, CD11b, ICAM-1, ICAM-3 and CD62L by
requiring Syk activation. IL-21 was also found to increase the release of MMP-9 into the
supernatants of MDMH as well as to induce gelatinase activity but do not appear to be an important
inducer of cytokines/chemokines in these cells.
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION ET CONCLUSION

5.1 L’IL-21 est module les fonctions des monocytes et des macrophages

L’IL-21 est une cytokine pléiotropique affectant la biologie d’'une variété de cellules immunitaires
et tissulaires lui conférant un réle pathologique dans plusieurs maladies inflammatoires et auto-
immunes comme I'AR, le SLE, le diabéte, les MII, etc. (Spolski et al., 2008b, Spolski et al., 2014).
Le réle crucial de I'lL-21 dans la défense et le maintien de 'homéostasie de I'organisme est
souligné chez les patients déficients en signalisation par I'lL-21 ou les complications dues a leur
systeme immunitaire inefficace peuvent méme mener a leur décés (Erman et al., 2015, Kotlarz et
al., 2014, Kotlarz et al., 2013, Salzer et al., 2014, Stepensky et al., 2015). Par contre, I'lL-21 peut
également étre utilisée seule ou conjointement avec des anticancéreux afin d’accroitre leur
efficacité a combattre certains types de cancers. Dans ce cas, les propriétés stimulatrices des
fonctions cytotoxiques de I'lL-21, principalement sur les lymphocytes T et les cellules NK, sont
mises a profit (Moroz et al., 2004, Spolski et al., 2008b, Spolski et al., 2014, Wang et al., 2003).
Tel que discuté précédemment, les effets biologiques de I'lL-21 sur les cellules d’origine
lymphoide sont bien caractérisés. En dépit des études révélant I'expression de TARNm de I'IL-
21R chez les macrophages relativement rapidement suivant sa découverte et malgré que son
expression protéique ait été rapportée dans les tissus de patients atteints de certaines des
pathologies précédemment discutées, le réle de I'lL-21 dans la biologie des monocytes et des
macrophages n’a retenu que peu d’attention. Par conséquent, I'objectif principal de ce projet de
recherche était de caractériser les effets de I'lL-21 sur les certaines fonctions cellulaires des
monocytes et des macrophages humains et de déterminer les voies de signalisation impliquées
dans ces modulations. Ce projet de recherche s’est donc appliquer a évaluer le potentiel
modulatoire de I'lL-21 sur le recrutement des monocytes (chimiotactisme et adhésion cellulaire),
la phagocytose, la sécrétion de métalloprotéases et de cytokines et chimiokines tout en vérifiant
les voies de signalisation qui pourraient y étre impliquées. Les résultats présentés dans les deux
premiers articles montrent que I'lL-21 module la phagocytose des monocytes et des macrophages
humains. Ils montrent qu’elle augmente leur capacité a effectuer la phagocytose effectuée par
I'entremise des FCR (GRM opsonisés) et celle effectuée par I'entremise des récepteurs des
lectines (zymosans), sans toutefois affecter celle effectuée par I'entremise des récepteurs du
complément (bactéries). La troisieme publication met en relief I'implication de I'lL-21 dans le

recrutement des monocytes par sa capacité a accroitre leur adhésion aux cellules endothéliales.
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De plus, elle montre également la capacité de I'lL-21 & stimuler la sécrétion de MMP-9 par les
macrophages, lui suggérant ainsi un réle potentiel dans le remodelage ou la destruction des
tissus. Finalement, a travers les trois articles, nos résultats montrent que plusieurs des voies de
signalisation connues pour étre activées par 'lL-21 et étre impliquées dans la modulation des
fonctions d’autres types cellulaires sont également responsables de la modulation des fonctions
des monocytes et des macrophages. Ces voies de signalisation incluent celle des Jak/STAT, de
la PISK/Akt et des MAPK. En plus des voies classiquement activées par 'lL-21, nos résultats
montrent également, pour la premiére fois, que Syk est une cible moléculaire de I'IL-21.
L’ensemble des résultats présentés dans cette thése supporte notre hypothése de recherche
stipulant que I'lL-21 est un agent modulateur des fonctions des monocytes et des macrophages.

Par conséquent, elle peut donc agir a différents niveaux afin de fagonner la réponse inflammatoire.

5.1.1 Expression du récepteur dans les monocytes et les macrophages

Bien que I'expression de 'ARNm et protéique de I'lL-21Ra ait été rapportée dans les monocytes
et les macrophages humains et murins, et que certaines études suggeérent que I'lL-21 peut
moduler certaines de leurs fonctions cellulaires, a notre connaissance aucune étude n’avait a ce
jour, clairement démontré une expression de I'lL-21Ra a la surface de ces cellules. Avant toutes
choses, il était donc essentiel de déterminer si 'ensemble des cellules étudiées exprimaient bel
et bien I'lL-21Ra. Nos résultats montrent donc pour la premiére fois que ces types cellulaires
expriment un récepteur de I'lL-21 fonctionnel, composé a la fois de I'lL-21Ra et de la chaine yc.
Bien que prévisible, ce résultat revétait une importance particuliére pour la suite de ce projet de
recherche. En effet, de quelle maniére l'IL-21 pouvait-elle agir sur les monocytes et les
macrophages s’ils n’exprimaient pas un récepteur fonctionnel ? De plus, nos résultats non publiés
présentés a 'annexe 1, montrent que les MDMH différenciés en présence de M-CSF expriment
également un IL-21R fonctionnel dans le méme ordre de grandeur que les MDMH-GM-CSF, et
ce, malgré les différences morphologiques engendrées par les deux méthodes de différenciation.
De surcroit, I'lL-21 augmente également leur capacité a effectuer la phagocytose de GRM
opsonisés. Finalement, nos résultats combinés a ceux de la littérature suggérent ainsi que I'lL-
21R est exprimé de maniéere constitutive dans les monocytes et macrophages. lls appuient donc
notre hypothése selon laquelle I'lL-21 peut agir comme modulateur des fonctions des monocytes

et des macrophages. lls suggérent également que I'lL-21 peut moduler la réponse inflammatoire

132



en affectant la biologie des monocytes et des macrophages et que le développement de stratégies

thérapeutiques visant le systeme IL-21/IL-21R pourrait affecter leurs fonctions.

5.1.2 Voies de signalisation activées par I'lL-21 dans les monocytes et les

macrophages

L’IL-21 est connue pour activer plusieurs voies de signalisation, principalement la voie Jak/STAT,
celle de la PI3K/Akt et celle des MAPK. Elles sont notamment impliquées dans la régulation de la
survie, dans la maturation, la différenciation et dans l'activation des fonctions exécutrices de
plusieurs leucocytes (Leonard et al., 2016). Les résultats de la présente thése montrent que,
encore une fois, I'activation de ces voies de signalisation par I'lL-21 est au centre de la modulation
des fonctions des monocytes et des macrophages. lls identifient également un nouvel
intermédiaire de signalisation de I'IL-21, la protéine kinase Syk, qui est impliquée dans la
régulation de la phagocytose et dans I'adhésion cellulaire des monocytes et des macrophages.
De plus, nos résultats montrent une association constitutive entre I'lL-21Ra et Syk, suggérant que
la liaison de I'lL-21 & son récepteur peut directement activer Syk. Ces résultats sont corroborés
par une étude récente montrant que la stimulation des lymphocytes B CD21+ au CD40L, CpG ou
anti-lgM combinée a I'lL-21 augmente I'expression et le niveau de phosphorylation de Syk (Keller
etal., 2017). Ainsi, I'lL-21 est en mesure de réguler I'activation de Syk dans les cellules myéloides
et lymphoides. L’activation de Syk est liee a différentes fonctions cellulaires, telles que le
réarrangement du cytosquelette, la production de ROS, la différenciation, la prolifération, la survie
et la sécrétion de cytokines dans différents leucocytes. De plus, Syk est connue pour étre située
en aval de l'activation de plusieurs voies de signalisation activées par I'lL-21, telle que la PI3K/Akt
(Mocsai et al., 2010). Ainsi, nos résultats suggérent que I'activation directe de Syk suivant la
liaison de I'lL-21 a son récepteur pourrait étre le point de départ des évenements de signalisation
initiant la modulation des différentes fonctions lui étant associées. Par conséquent, il serait
pertinent de vérifier s’il existe une certaine hiérarchie dans les voies de signalisation activées par
I'lL-21 dans les monocytes et les macrophages. Ceci pourrait s’accomplir en utilisant des
inhibiteurs pharmacologiques de chacun des intermédiaires de signalisation activés par I'lL-21,
pour, par la suite, vérifier I'activation de 'ensemble des voies de signalisation en réponse a I'lL-
21. Par exemple, en prétraitant les cellules avec I'inhibiteur pharmacologique de Syk avant leur

stimulation par I'lL-21 pour ensuite vérifier I'activation de AKT, des Jak, des STAT, des MAPK, et
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ainsi de suite pour chacun des intermédiaires. Ainsi, si I'inhibiteur de Syk renverse I'activation des
MAPK en réponse a I'lL-21, cela suggére que I'activation de Syk est située en amont de celle des
MAPK.

Les monocytes/macrophages, I'lL-21 et 'ensemble des voies de signalisation mentionnées jouent
un réle dans le développement de plusieurs maladies inflammatoires et auto-immunes telles que
l'AR, les MII, la fibrose et le SLE (Gadina et al., 2017, Grainger et al., 2017, Grammatikos et al.,
2013, Kaur et al., 2013, Kyttaris, 2012, Mclnnes et al., 2017, Spolski et al., 2014, Wynn et al.,
2016). Il est donc possible d’envisager que I'activation de ces voies de signalisation par I'lL-21
dans les monocytes et les macrophages contribuent activement au développement des lésions
observées. Conséquemment, le développement de stratégies thérapeutiques visant ces voies de
signalisation pour le traitement de plusieurs maladies inflammatoires est supporté par nos

résultats.

5.1.3 L’IL-21 favorise le recrutement des monocytes

Le recrutement des monocytes au site inflammatoire est un évenement essentiel pour contribuer
non seulement a I'élimination des pathogénes ou des débris cellulaires, mais également pour
permettre la réparation du tissu et son retour a 'homéostasie. La perturbation d’'une ou de
plusieurs des différentes étapes du recrutement peut donc avoir des répercussions
catastrophiques pour I'organisme allant d’'une infection persistante a une inflammation incontrolée
menant a des pathologies diverses (Nathan, 2002). Plusieurs études ont suggéré que I'lL-21
pouvait jouer un rdle dans la migration de différents types cellulaires dont les fibroblastes
synoviaux, les DC et les lymphocytes T cytotoxiques, les neutrophiles et les cellules
monocucléées (Hecker et al., 2009, Pelletier et al., 2004a, Van Belle et al., 2012, Wang et al.,
2015, Xing et al., 2016). Dans certains cas, le recrutement des leucocytes en réponse a I'lL-21
est méme responsable de I'apparition de la maladie. Par exemple, dans un modéle de diabéte,
'lL-21 est directement impliquée dans le recrutement des lymphocytes T cytotoxiques
responsables de la destruction des ilots pancréatiques causant ainsi 'apparition du diabéte
(Hecker et al., 2009). L’ensemble de ces résultats suggere que 'lL-21 peut moduler le recrutement
des monocytes. Toutefois, nos résultats du troisieme article indiquent que I'lL-21 n’est pas un
agent chimioattractant direct pour les monocytes. Cependant, ils montrent que I'lL-21 favorise

'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales par des mécanismes dépendant de
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I'activation de Syk. De plus, le role de I'activation de Syk dans I'adhésion cellulaire de nombreux
leucocytes, incluant les monocytes, est bien connu. Elle permet, entre autres, de transduire le
signal provenant du CD18, une composante de MAC-1 (Frommhold et al., 2007, Hirahashi et al.,
2006, Mocsai et al., 2006, Mocsai et al., 2010, Vines et al., 2001). Ainsi, I'association constitutive
entre I'lL-21Ra et Syk que nous avons montrée semble permettre une amplification de la
signalisation initiée par Syk suivant la liaison de I'lL-21 & son récepteur, ce qui pourrait expliquer

un des mécanismes par lesquels I'lL-21 augmente I'adhésion des monocytes.

L’augmentation de I'adhésion observée n’est pas le résultat d’'un changement au niveau de
I'expression des principales molécules permettant I'adhésion des monocytes (MAC-1, LFA-1,
VLA4, ICAM1, ICAM3 et CD62L). Par conséquent, bien que nos résultats aient identifié certaines
des voies de signalisation impliquées dans la modulation de I'adhésion des monocytes aux
cellules endothéliales, les mécanismes cellulaires exacts qu’elles déclenchent qui permettent
d’accroitre l'adhésion cellulaire demeurent inconnus. Ces mécanismes pourraient inclure
I'expression accrue d’autres molécules d’adhésion qui n‘ont pas été testées. Par exemple, les
protéines JAML, le CCR2 et le CCR5 sont également impliqués dans I'adhésion des monocytes
et leurs expressions pourraient étre modulées en réponse a I'lL-21 (Gerhardt et al., 2015). De
plus, il serait pertinent de vérifier si I'lL-21 permet d’accroitre l'avidité des molécules dont
'expression a été évaluée. En effet, 'avidité des molécules d’adhésion se mesure selon plusieurs
paramétres qui comprennent 'augmentation de l'affinité et de la valence. La valence se définit
comme la densité de surface d’'une molécule. Ainsi, cette densité de surface peut étre modulée
soit par 'augmentation de I'expression d’'une molécule, soit par sa concentration a un endroit
donné issue d’'un mouvement latéral d’'un groupe de molécules (Ley et al., 2007, Luo et al., 2007).
La méthode utilisée dans notre étude, la cytométrie en flux, permet uniquement de veérifier
I'expression totale d’'une molécule donnée. Par conséquent, il est fortement plausible que I'lL-21
augmente I'affinité d’'une molécule donnée ou qu’elle permet de regrouper plusieurs exemplaires
de cette molécule a un endroit précis agissant ici sur la valence. Par exemple la microscopie
confocale aurait pu étre utilisée afin de vérifier le regroupement d’'une molécule donnée, par
exemple MAC-1, a linterface entre les monocytes (THP-1) et les cellules endothéliales. Cela
permettrait d’évaluer un des parameétres de I'avidité et ainsi approfondir les mécanismes d’action

de I'lL-21 dans 'augmentation de 'adhésion des monocytes observée.
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[l est bien connu que I'lL-21 est surexprimée dans plusieurs maladies inflammatoires chroniques
que I'AR, le SLE et les MII (Sarra et al., 2013, Spolski et al., 2014). Ce type d’inflammation est
caractérisé par un remplacement des cellules immunitaires présentes au site inflammatoire
passant d’'une majorité de neutrophiles a une majorité de cellules mononucléées incluant les
monocytes, les macrophages et les lymphocytes. La présence accrue de monocytes et de
macrophages contribue aux dommages infligés aux tissus (Medzhitov, 2008). Ainsi, 'expression
d'une molécule permettant le recrutement de ces cellules peut directement contribuer a
I'exacerbation de la maladie. Nos résultats montrent que I'lL-21 favorise 'adhésion des monocytes
a I'endothélium vasculaire, une des étapes dans leur recrutement au tissu cible. Le recrutement
des monocytes par I'lL-21 pourrait donc contribuer a la fois a I'élimination de pathogénes et a la
pathologie de différentes maladies inflammatoires dans lesquelles les monocytes et les

macrophages jouent un role clef.

5.1.4 L’IL-21 module la phagocytose des monocytes et des macrophages

La capacité accrue a exercer la phagocytose est ce qui distingue le mieux les phagocytes
professionnels, dont font partie les monocytes et les macrophages, des autres types cellulaires.
La phagocytose est un processus actine-dépendant permettant l'internalisation et la dégradation
d'une particule endogéne ou exogéne. C’est une fonction essentielle des monocytes et des
macrophages qui permet a la fois [Iélimination d’agents pathogénes, de particules
environnementales, de débris cellulaires et de cellules apoptotiques visant le retour a
'homéostasie du tissu comme objectif ultime. Afin d’étre en mesure de reconnaitre la multitude
de cibles a éliminer, les phagocytes professionnels disposent de tout un arsenal de récepteurs
permettant de les distinguer et d’initier par la suite une réponse appropriée (Underhill et al., 2012a,
Underhill et al., 2002). Les résultats présentés dans les articles 1 et 2 indiquent que I'lL-21 module
les capacités phagocytaires des monocytes et des macrophages. En effet, elle stimule la
phagocytose effectuer par I'entremise des FcR et des récepteurs des lectines, et ce par des
mécanismes dépendant de I'activation de la voie Jak/STAT, de la PI3K/Akt, des MAPKs et de
Syk. Ces résultats suggérent que I'lL-21 peut contribuer a contrer les infections en favorisant
I'élimination des agents pathogenes. Certaines données issues de la littérature appuient ce
raisonnement. Par exemple, dans un modéle murin d’infection chronique du tractus gastro-

intestinal par Helicobacter pylori, les souris IL-217- montrent une plus grande colonisation de la
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bactérie (Caruso et al., 2007a). De plus, plusieurs types d’infections chroniques sont présents
chez les patients déficients en signalisation a I'lL-21 (Kotlarz et al., 2014). Ainsi, il est plausible
que 'augmentation de la phagocytose observée en réponse a I'lL-21 peut contribuer a éliminer
certains de ces pathogénes. De plus, I'élimination de complexes immuns par les macrophages
stimulés a I'lL-10 favorise un phénotype de macrophages régulateurs (Mosser et al., 2008). Donc,
dans un contexte ou les macrophages se retrouvent en présence de complexes immuns et d’IL-
10, PIL-21 pourrait contribuer a la formation de macrophages régulateurs en favorisant
l'internalisation de ces derniers. Ceci aurait pour effet d’accroitre les propriétés anti-inflammatoires
des macrophages. Par conséquent, quoique I'lL-21 ait été identifi€ée comme un facteur aggravant
linflammation, elle pourrait, sous certaines conditions, contribuer a atténuer la réponse

inflammatoire. Ces résultats illustrent toute la complexité du systéme IL-21/IL-21R.

5.1.5 L’IL-21 stimule la sécrétion de MMP-9 par les macrophages

La famille des MMP posséde des réles biologiques variés allant du remodelage des tissus a la
régulation de certains médiateurs inflammatoires en passant par la régulation de la perméabilité
vasculaire. Les MMP sont donc impliquées a toutes les étapes de la réponse inflammatoire
(Nathan, 2002, Nissinen et al., 2014, Parks et al., 2004). Il n’est donc pas étonnant d’observer
une dérégulation de I'expression de ces protéines dans plusieurs pathologies inflammatoires. Nos
résultats du troisiéme article montrent que I'lL-21 stimule la sécrétion de MMP-9 par les
macrophages. Connaissant le réle de I'lL-21, des macrophages et de MMP-9 dans plusieurs
pathologies, il est concevable que la sécrétion de MMP-9 par les macrophages en réponse a I'lL-
21 contribue de maniére directe aux Iésions observées, notamment chez la personne arthritique
ou souffrante d'une MIl. De plus, étant donné que MMP-9 clive différents médiateurs
inflammatoires, la contribution de I'lL-21 au développement de la pathologie pourrait se faire de
maniére plus indirecte. Par exemple, il est connu que MMP-9 clive I'lL-8, la proforme de I'lL-13 et
le TNF latent accroissant ainsi leur activité biologique (Ito et al., 1996, Nissinen et al., 2014, Van
den Steen et al., 2000). Ces molécules contribuent activement au recrutement de plusieurs
leucocytes, dont les neutrophiles. Ceci revét une importance particuliere dans certains désordres

inflammatoires, tels que I'AR et les MIl, ou I'lL-21, les monocytes/macrophages et les neutrophiles

137



font partie des facteurs identifiés comme aggravants la maladie (Fournier et al., 2012, Sarra et al.,
2013, Spolski et al., 2014, Wang et al., 2017).

5.1.6 L’IL-21 ne module pas la sécrétion de cytokines de facon importante

La sécrétion de cytokines par les macrophages régule les différentes étapes de la réponse
inflammatoire. Les cytokines qu’ils sécrétent permettent a la fois le recrutement des leucocytes,
la modulation de la réponse adaptative, la réparation des tissus et la résolution de l'inflammation.
Ainsi, une perturbation au niveau du profil de cytokines sécrétées peut avoir d’énormes
conséquences (Nathan, 2002, Nathan et al., 2010). Certaines études ont démontré que I'lL-21
pouvait moduler la sécrétion de cytokines des monocytes et des macrophages. Par exemple, dans
les monocytes humains une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires a été observée (Fuqua et
al., 2008). A I'opposé, dans les macrophages murins, I'lL-21 inhibe la sécrétion de cytokines en
réponse au LPS (Li et al., 2013). Or, nos résultats présentés dans le troisieme article montrent
que dans les macrophages humains différenciés au GM-CSF, I'lL-21 ne module pas de maniére
importante la sécrétion de cytokines lorsqu’elle est utilisée seule ou en combinaison avec le LPS.
Ces résultats divergents illustrent la nécessité de bien identifier le type de macrophages utilisés
pour effectuer I'étude tel que suggéré par Murray et al. (2014), puisqu’une différence au niveau
de l'origine de I'espéce, de la méthode de différenciation et la méthodologie des traitements
expérimentaux peut influencer les résultats obtenus et rendre difficiles les comparaisons. De plus,
il existe des différences notables entre l'activation des macrophages murins et humains,
principalement au niveau de I'expression d’oxyde nitrique et de ses voies de synthése (Murray et
al., 2011a, Schneemann et al., 2007). Nos résultats suggérent que ces différences interespéce
pourraient également s’exprimer au niveau de la sécrétion de cytokines en réponse a certains

stimuli tels que I'lL-21.
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5.2 Limitation du projet de recherche

La prochaine section permettra de remettre en perspectives les résultats obtenus en tenant
compte des limites et contraintes inhérentes a tous projets de recherche.

5.2.1 Les modeéles d’études

Les résultats présentés dans cette thése sont le résultat d’expériences in vitro menées sur des
cellules isolées du sang humain et différenciées en plaques. De plus, une lignée cellulaire issue
d'une leucémie a également été utilisée comme modéle de monocytes humains. Puisque les
macrophages sont des cellules ayant une grande plasticité qui, par conséquent, s’adaptent
rapidement au changement, ce projet de recherche aurait bénéficié d'une meilleure
caractérisation des macrophages suivant leurs différenciations au GM-CSF. Ainsi, les
comparaisons futures avec d'autres études auraient été facilitées. De plus, suivant les
caractéristiques obtenues, la relation avec les populations physiologiques de macrophages
peuplant 'ensemble des tissus du corps aurait été mieux définie. Il aurait également été pertinent
de séparer les monocytes selon les trois sous-types (classique, intermédiaire et non-classique)
afin de vérifier s’ils répondent de maniére similaire a I'lL-21. Par exemple, I'utilisation de globules
rouges de mouton opsonisés marqués au PKH26, un marqueur fluorescent des membranes
cellulaires, et le marquage du CD14 et du CD16 a l'aide d’Ac couplés a un fluorochrome lors des
essais de phagocytose de globules rouges de mouton opsonisés aurait permis une séparation
des différents sous-types suivant une analyse en cytométrie en flux. Finalement, bien que la lignée
cellulaire THP-1 soit un modéle de monocytes humains accepté et répandu dans la littérature,
certaines différences existent entre ces cellules et les monocytes primaires. Par exemple, les
cellules THP-1 expriment plus faiblement le CD14 comparativement aux monocytes humains ce
qui réduit considérablement leur réponse au LPS, notamment relativement a la sécrétion de
cytokines (Bosshart et al., 2016). L’interprétation des résultats obtenus dans les cellules THP-1

doit donc considérer ces différences.

En condition homéostatique ou inflammatoire, les monocytes et les macrophages doivent intégrer
des centaines voire des milliers de signaux issus de leur environnement. Il est difficilement
possible de recréer un environnement aussi complexe in vitro. Ainsi, étant donné le peu d’études

relatant les effets de I'lL-21 dans ces cellules, notre recherche s’est appliquée a définir I'effet direct
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de I'lL-21 sur la biologie des monocytes et des macrophages. Il faut prendre en considération que,
in vivo, leur réponse face a I'lL-21 pourrait étre modulée par la présence d’autres facteurs. Ces
facteurs pourraient amplifier ou inhiber la réponse a I'lL-21. Ainsi, comme les cellules traitées a
I'IL-21 étaient sorties de leur contexte biologique, les inférences résultantes des expériences

présentées doivent en tenir compte.

5.2.2 Voies de signalisation et inhibiteurs pharmacologiques

De par leur disponibilité et leur facilité d’utilisation, les inhibiteurs pharmacologiques ont été
favorisés dans ce projet de recherche afin de déterminer les voies de signalisation impliquées
dans la modulation des fonctions des monocytes et des macrophages. Toutefois, étant donné que
certains des inhibiteurs utilisés peuvent parfois inhiber de fagon non spécifique d’autres voies de
signalisation, il aurait été pertinent de complémenter notre analyse par l'utilisation d’autres
techniques, notamment celles permettant une réduction de I'expression protéique. Ainsi,
I'utilisation d’ARN interférant aurait permis de confirmer I'implication de ces différentes voies de
signalisation dans la modulation des fonctions observée. Par exemple, en réduisant I'expression
protéique de chaque intermédiaire de signalisation de la voie Jak/STAT séparément, il aurait été
possible de déterminer plus précisément le ou lesquels sont impliqués dans la modulation des

différentes fonctions des monocytes et des macrophages observée suivant le traitement a I'lL-21.

5.3 Perspectives

5.3.1 Perspective a court terme et moyen terme

A l'exception des expériences impliquant une sécrétion de molécules (cytokines et MMP), la
stimulation des monocytes et des macrophages a I'lL-21 était de relativement courte durée,
variant de 30 minutes a 3 heures. Par conséquent, il serait pertinent de traiter les macrophages a
'lL-21 & plus long terme (pouvant aller jusqu'a plusieurs jours). Ainsi, la caractérisation
phénotypique des macrophages suivant ce traitement pourrait étre mieux définie en utilisant
différents marqueurs d’activation et de différenciation, par exemple I'expression de différentes
cytokines, chimiokines et différents récepteurs (Murray et al., 2014). Afin de déterminer l'effet
d’'une exposition prolongée a I'lL-21, les capacités phagocytaires de ces macrophages de

différents types de particules pourraient également y étre évaluées.
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L’efferocytose est une fonction des macrophages qui est essentielle a la résolution de
inflammation. L’accumulation de cellules apoptotique contribue a I'établissement de nombreuses
maladies inflammatoires ol la surexpression de I'lL-21 est également un facteur aggravant. Etant
donné que nos résultats montrent que I'lL-21 module la phagocytose des monocytes et des
macrophages, il serait plus que pertinent de déterminer si elle peut aussi moduler leur capacité
d’efferocytose. De plus, la modulation de la phagocytose des macrophages par I'lL-21 dans un
contexte in vivo pourrait étre évaluée en utilisant, par exemple, le modéle murin de la péritonite
causée par le thioglycolate pour ensuite injecter de I'lL-21 dans le péritoine des souris. Par la
suite, différentes particules, telles que des billes latex ou des cellules apoptotiques fluorescentes
pourrait étre administrées dans le péritoine. La phagocytose serait alors évaluée par cytométrie
en flux aprés le marquage des macrophages a I'aide de différents marqueurs comme le marqueur
de maturation F4/80.

Bien que nos résultats n’aient pas démontré la modulation de la production de cytokines par I'lL-
21, des études suggerent que certaines conditions expérimentales permettent a 'lL-21 de
moduler la sécrétion de cytokines (Fuqua et al., 2008, Li et al., 2013, Pelletier et al., 2004a). Afin
de bien jouer leur réle dans la régulation de I'inflammation, les monocytes et les macrophages
doivent étre en mesure de sécréter les cytokines appropriées en fonction du type de stimuli
auxquels ils sont exposés. Ainsi, il serait tres approprié de déterminer si la stimulation a I'lL-21
module la sécrétion de cytokines suivant la phagocytose de différents types de particules, telles
que les GRM opsonisés, zymosan et cellules apoptotiques. Par exemple, comme I'lL-21 inhibe la
réponse au LPS, elle pourrait inversement favoriser la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
suivant la phagocytose de cellules apoptotiques. Les surnageants des expériences de
phagocytoses seraient récupérés et la sécrétion de cytokines ensuite quantifi€ée par des essais

multiplex.

Finalement, sachant que I'lL-21 inhibe les capacités de présentation antigénique des cellules
dendritiques (Ansen et al., 2008, Brandt et al., 2003a, Brandt et al., 2003b) et considérant que les
macrophages peuvent également agir a titre de cellules présentatrices d’antigenes, il serait
d’autant plus pertinent de vérifier si I'lL-21 module la présentation antigénique par les
macrophages. Pour ce faire, la modulation de I'expression des molécules du CMH et celle des
co-récepteurs nécessaires a la présentation antigénique en réponse a I'lL-21 pourraient étre
évaluées. De plus, la capacité des macrophages a stimuler la prolifération antigene spécifique

des lymphocytes T en réponse a I'lL-21 pourrait étre évaluée.
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5.3.2 Perspectives along terme

Dans l'optique de mieux évaluer le réle de la modulation des fonctions des monocytes et des
macrophages par I'lL-21 dans un contexte de maladie inflammatoire, I'utilisation de cellules issues
de tissus de personnes atteintes d’AR, de SLE et de MII serait pertinente. Ainsi, il serait possible
d’évaluer s'il existe des différences dans leur réponse a I'lL-21 comparativement a celle des
cellules issues de donneurs sains. Cela permettrait de mieux cerner si la modulation des fonctions
par I'lL-21 observée dans les MDMH différenciés en plaques pouvait également I'étre dans ces
monocytes et macrophages primaires. Finalement, I'utilisation de souris dont I'expression de I'lL-
21R a été supprimée uniquement dans les monocytes et les macrophages dans des modeles de
maladies inflammatoires permettrait de mieux définir si la modulation des fonctions des monocytes

et des macrophages par I'lL-21 observée in vitro joue un réle dans I'apparition de ces maladies.

5.4 Conclusion

Les travaux de recherches présentés dans cette thése permettent de mieux comprendre les effets
de I'lL-21 sur la biologie des monocytes et des macrophages. Il a été clairement établi que ces
cellules expriment un IL-21R fonctionnel (yc et IL-21Ra). Ainsi, I'lL-21 favorise le recrutement des
monocytes et accroit leur capacité a effectuer la phagocytose effectuée par I'entremise des FcR.
Chez les macrophages, elle augmente la phagocytose médié par les FcR et celle de particule de
zymosan en plus d’augmenter la sécrétion de MMP-9. Chez les deux types cellulaires étudiés,
I'IlL-21 ne module pas ou tres faiblement la sécrétion de cytokines. Comme observé dans les
autres leucocytes, I'activation de la voie Jak/STAT, celle de la PI3K et celle des MAPK par 'lL-21
est liée a la modulation des fonctions cellulaires. De plus, ces travaux ont permis d’établir que la
protéine Syk est une nouvelle cible moléculaire de I'lL-21. L’activation de ces différentes voies de
signalisation est au cceur de la régulation d’autres fonctions cellulaires des monocytes et des
macrophages. Il est donc possible que par I'entremise de ces voies de signalisation, I'lL-21

module d’autres fonctions.
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