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RÉSUMÉ

Le virus respiratoire syncytial (VRS) est une cause majeure des infections du

tractus respiratoire chez les enfants et induit l’exacerbation de l’asthme à tout âge.

Actuellement il n’y a pas de vaccin efficace et le développement d’une vaccination exige

une meilleure compréhension de l’immunobiologie du VRS. La glycoprotéine G (gp9O)

d’attachement du VRS est associée à une expression excessive de chimiokines, de

cytokines ainsi qu’une éosinophilie pulmonaire et une accumulation des lymphocytes T

de type Th2. Notre objectif est d’étudier le rôle de la gp9O dans la réponse immunitaire et

l’aggravation de l’inflammation constatée chez les patients atteints de bronchiolite. Notre

hypothèse est que la gp9O agit comme un leurre de chimiokine et qu’elle initie l’infection

en interagissant avec un récepteur de chimiokines.

Tout d’abord, selon nos expériences, la gp9O du VRS reconnaît le récepteur de

chimiokine CCR3. En effet, la gp9O inhibe la fixation de l’éotaxine sur le CCR3 et fonne

un complexe protéique avec ce même récepteur. En plus, la gp9O induit la migration des

éosinophiles et des cellules Th2 in vitro qui est inhïbée par un anticorps anti-CCR3. La

gp9O interviendrait dans sa pathogenèse en recrutant les lymphocytes T de type Th2 et les

éosinophiles au site d’infection via CCR3.

Suite à la caractérisation du récepteur, différentes stratégies sont possibles pour

prévenir l’infection du VRS. 1) La pénétration cellulaire du VRS peut être inhibée en

bloquant le récepteur par son ligand naturel (éotaxine) ou par un anticorps anti-CCR3.

Nous avons observé qu’une inhibition de l’infection des cellules épithéliales a été

obtenue avec un anticorps anti-CCR3 ou de l’éotaxine recombinante. 2) Une autre

technique pour empêcher l’attachement de la gp9O du VRS a été obtenue en clivant le

récepteur de chimiokine CCR3 par des métalloprotéinases (MMP). Les MMPs qui

constituent une famille de plus de 25 endopeptidases sont capables de couper les

récepteurs des chimiokines et particulièrement le récepteur CCR3. Des expériences de

immunobuvardage et de cytofluorométrie en flux montrent respectivement le clivage de

CCR3 par la MMP7 et la prévention de la liaison subséquente de l’éotaxine à son

récepteur. Cette forme tronquée engendre aussi une diminution de la migration des

cellules en réponse à l’éotaxine. finalement, la forme tronquée de CCR3 résulte en une
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inhibition de l’infection. 3) Pour finir, nous sommes parvenus à diminuer l’infection du

VRS en modulant l’expression du récepteur de chimiokine CCR3 par des

glucocorticoïdes. Les cellules respiratoires épithéliales prétraitées par le proprionate de

fluticasone (fP) à une concentration de 1 O’ M diminue la formation de plaques

infectieuses virales chez des cellules épithéliales. Parallèlement, une inhibition

significative de l’expression du récepteur de chimiokine CCR3 est observée lorsque les

cellules sont traitées avec le FP à une concentration identique.

L’exploration et l’identification des stratégies moléculaires du VR$ impliquées

dans la subversion du système immunitaire, nous permettent d’élaborer de nouvelles

stratégies pour des traitements possibles contre la bronchiolite et l’asthme. Le fait que le

récepteur de chimiokine CCR3 puisse être bloqué par le ligand originel, clivé par des

MMPs ou modulé par des glucocorticoïdes ouvre une nouvelle voie prometteuse dans

l’étude de la régulation de l’infection et de l’inflammation.

Mots-clés : Virus respiratoire syncytial, Glycoprotéine G, Chimiokine, Récepteur de

chimiokine, Métalloprotéase, Corticostéroïde.
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ABSTRACT

Respiratory syncytial virus (RSV) is an important cause of iower respiratory tract

illness in infants and has been associated with the development of asthma. Currently no

safe and efficacious RSV vaccine is available. Understanding of the biological

mechanisms bebind an RSV infection can have important implications for strategies

aimed at preventing iower respiratory tract infection. Besides its role in the initiation of a

new infection cycle, the surface envelope glycoprotein G (gp9O) appears to be linked to

the pathogenesis of RSV disease. It has been linked to excessive production of

chemokine, cytokines, airways eosinophilia and accumulation of Th2 ceils in the lungs. It

is not clearly understood how RSV-G protein induces these diverse effects. The objective

of this proposai is to improve our understanding of gp9O in bronchiolitis. The general

hypothesis is that gp9O mimics chemokine activity and that the initiation of R$V

infection is mediated by the interaction between gp9O and chemokine receptors.

first, we investigated the contribution of CCR3, a chemokine receptor

constitutively expressed on epithelial ceils, eosinophils and Th2-type ceils, in RSV

infection. Indeed, gp9O forms a physicai association with CCR3 and prevents the

chemokine eotaxin from binding to it. In addition, an anti-CCR3 antibody partially

inhibits migration of eosinophiis and Th2 ceils induced by gp9O. Thus, this interaction

may contribute to the accumulation of eosinophils and Th2 ceils characteristically found

in the airways of chiidren with RSV-induced bronchiolitis.

Given the role of CCR3 in R$V pathogenesis, three strategies were tested to

prevent RSV infection. 1) Penetration of RSV in the celi is blocked by the natural ligand

(eotaxin) of CCR3. RSV infection of epithelial ceils is inhibited by pre-treatment with

recombinant human eotaxin or neutralizing anti-CCR3 antibody. 2) Prevention of gp9O

attachment was obtained by cleaving CCR3 by metaiioproteinases (MMP). MMP

constitute a multigene famiiy of over 25 secreted endopeptidases, they have the capacity

to degrade chemokine receptors, in particuiar CCR3. Using Western blot and flow

cytometric analysis, we report in this study that MMP7 cleaves CCR3 and prevents the

binding of eotaxin to its receptor. The cleavage of CCR3 was also reflected in a loss of

chemoattractant activity for eosinophils and GHO$T/CCR3 celis. In addition, treatment
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of epithelial celis with MMP7 inhibited infection with RSV. 3) Finally, CCR3 expression

is decreased by glucocorticoïdes treatment. Pretreatment of the airway epithelial celis une

Hep-2with fiuticasone proprionate (FP) at a concentration of 1 O M decreased viral

plaque formation. Moreover, significant inhibition of CCR3 expression was observed

when the celis were treated with the 1 O M FP solution.

Our data offers multiple strategies for inhibiting RSV interaction with CCR3 such

as its decreased ceil surface expression by corticosteroids, its blockade by eotaxin, as

well as being cleaved by MMP. These could offer a basis for pharmacological

intervention in bronchiolitis and asthma exacerbation caused by RSV.

Keywords Respiratory syncytial virus, Glycoprotein G, Chemokine, Chemokine

receptor, Metalloprotease, Corticosteroïde.
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1. Le Virus Respiratoire Syncytial Humain

Le virus respiratoire syncytial (VRS) humain est l’étiologie la plus fréquente des cas de

bronchiolite et de pneumonie chez les enfants de moins de 2 ans. La lutte contre l’infection

au VRS est l’une des priorités de l’Organisation Mondiale de la Santé puisque la morbidité

associée à cette infection en phase aigu est élevée. De plus, l’infection au VRS peut être

associée à plus long terme au développement de l’asthme chez l’enfant. À ce jour il

n’existe pas de traitements spécifiques efficaces contre le VRS. La recherche d’un vaccin

contre le VRS reste en effet dominée par le spectre d’un accident historique au cours

duquel, suite à l’inoculation d’un vaccin inactivé au formol, des enfants ont développé des

signes cliniques sévères allant jusqu’au décès. Les mécanismes physiopathologiques

associés à l’infection au VRS ne sont que partiellement élucidés. L’étude des mécanismes

immunologiques impliqués dans cette réponse infectieuse est essentielle au développement

de stratégies de prévention et de traitement.

1.1 Introduction

Le VRS est une cause majeure de l’infection du tractus respiratoire chez les nourrissons et

jeunes enfants. Les formes cliniques de l’infection de la maladie du VRS comprennent la

rhinite, la bronchiolite, la bronchopneumonie et la pneumonie. Dès l’âge d’un an, 50% des

enfants ont été infectés par le VRS et 100% à l’âge de deux ans (Hall et al, 1991). Environ

2% des enfants infectés par le VRS sont hospitalisés et, parmi ceux-ci, moins de 1%

décèdent. L’impact économique du VRS est important ; il est estimé à $340 millions par an

aux États-Unis (Wertz and Sullender, 1992) et à 6500$ par cas d’hospitalisation au Canada

(Langley J, 1994).

Le VRS humain a été isolé pour la première fois en 1957 chez des enfants qui présentaient

des troubles respiratoires sévères (Chanock and Finberg, 1957). Ce virus reçut sa

désignation à cause du type d’effet cytopathogène qu’il induit en culture cellulaire : la

formation de syncytia qui est un effet cytopathique caractérisé par un arrondissement des

cellules, suivi d’une fusion de celles-ci pour former des cellules géantes multinucléées
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(fig.1).Quelques années plus tard, l’isolement d’un VRS a été décrit chez d’autres

mammifères (revue dans Wellemans, 1992-a-b).

Figure 1: Photo de syncytia provoqués par le VRS dans une culture cellulaire (Hep2).
Grossissement 400x. Coloration Hema-3. Les flèches présentent des syncytiala formation de ces syncitia est
caractérisée par un arrondissement des cellules, suivie d’une fusion pour former des cellules géantes
multinucléées.

Les VRS sont des Pneumovirus de la sous-famille des Pneurnoviridae, appartenant à la

famille des Paramyxovfridae (Murphy FA et al., 1995). Le virus possède une enveloppe

structurée en particules sphériques pléomorphes dont le diamètre varie de $0 à 350nm. Les

virions se répliquent dans le cytoplasme et quittent la cellule hôte par bourgeonnement

depuis la membrane plasmique. L’enveloppe lipoprotéique contient une nucléocapside de

structure hélicoïdale où se trouve le génome viral constitué d’un ARN simple brin de

polarité négative, d’une longueur approximative de 15kb codant 10 protéines 2 protéines

non-structurales (NS 1, NS2), 3 protéines constituant la nucléocapside (N, L, P), 2 protéines

situées à la surface interne de l’enveloppe (M, M2), 3 protéines associées à l’enveloppe

(SH, F, G) (Collins et al., 1995; Collins et al., 1996; Huang et al., 1985; Huang and Wertz,

1982). (Fig.2). En se basant sur les caractéristiques antigéniques de la protéine G, les

souches du VR$ ont été classées en deux groupes principaux, A et B. Ces deux groupes

sont eux-mêmes divisés en sous-groupes basés sur leur séquence moléculaire et leur

réactivité à des anticorps monoclonaux. Ces sous-groupes circulent conjointement durant

les épidémies dans les différentes régions du monde ($torch et al., 1987; Hendry et al.,

1986; Hendry et al., 1989). Parmi les protéines constitutives du VR$, les deux protéines

immunogènes majeures sont les protéines de fusion F et d’attachement G.
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Enveloppe lipidique

Complexe de la
nucléocapside N, P, L de la matrice

ARN négatif

NSNS N P M 5H G f M2 L

14. 1S.5 43.4 27.1 28.7 7.5 32.5 63.5 22.1 250.2 kDa

Figure 2 Schéma de la structure du VRS et de son génome représentant la localisation et
la taille des 10 cadres ouverts de lecture et leur taille.

Le VRS a une taille approximative de 200nm et consiste en une nucléocapside ayant comme enveloppe une
bicouche lipidique. La nucléocapside a la forme d’une hélice de 15 Kb codant 10 protéines. La bicouche
lipidique dérive de la membrane de l’hôte et contient des glycoprotémes de surface transmembranaires
encodées par le virus.

1.2 Les protéines F et G

1.2.1 La protéine de fusion

La protéine (p) de fusion (F) est responsable de la fusion des membranes virales et

cellulaires induisant l’intemalisation de la nucléocapside virale. Elle provoque également la

fusion des cellules infectées conduisant à la formation de syncytia (Walsh and Hruska,

1983).

La pF est une glycoprotéine de type I qui contient 547 acides aminés. Elle est synthétisée

sous la forme d’un précurseur F0 de 70 kDa, qui est clivé par une protéase cellulaire, la

fttrine, pour générer deux sous-unités, f1 (48 kDa) et f2 (22 kDa), reliées par un pont

disulfure (fernie et al., 1985; Gruber and Levine, 1985; Huang et al., 1985; Ortmann et al.,

1994). La pF est glycosylée post-traductionellement à l’aide de sucres N-liés (Fernie et al.,

1985; Gruber and Levine, 1985). Trois à 4 sites antigéniques intervenant dans la

neutralisation sont situés sur la sous-unité Fi et sont conservés entre les groupes A et B du

VRS (Walsh et al., 1987). La pf induit une immunité protectrice qui est associée à
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l’expression de cytokines de type Thi par l’hôte (Bright et al., 1995; Srildatkhachom and

Braciale, 1997).

La pF est liée à RhoA, une GTPase de la famille des «Rat sarcoma oncogene» (Ras) qui

facilite l’induction de la formation de syncytia dans les cellules Hep-2 (Pastey et al., 1999).

Le traitement des Hep-2 par un peptide dérivé de RhoA, inhibe l’infection et la formation

de syncytia (McCurdy and Graham, 2003).

Au niveau des macrophages murins, il a été démontré que la pF interagit avec les

récepteurs CD14 et TLR4 (Kurt-Jones et al., 2000). Cette association stimule le relargage

d’interleukine (IL)113, d’1L6, d’IL$ et de «tumor necrosis factor» (TNF)a. Le VR$

persiste plus longtemps dans les tissus pulmonaires de souris déficientes en TLR4

comparativement aux souris normales, cette délétion étant associée à un déficit du

recrutement et de la fonction des «natural killer» (NK), du mobilisation des cellules

pulmonaires présentant le CDI4 ainsi que de l’expression d’1L12 (Haynes et al., 2001).

1.2.2 La protéine d’attachement G

La glycoprotéine G (gp9O), exprimée sous une forme membranaire et soluble (gp90s), est

responsable de l’attachement du virus au récepteur cellulaire (Hendricks et al., 198$;

Levine et al., 1987).

La forme membranaire de la gp9O (glycoprotéine de classe II) a une masse moléculaire de

90 kDa (Fig.3). Lors de sa maturation, la gp9O est modifiée intracellulairement par

l’adjonction de sucres N-liés en sucres complexes suivie de l’addition d’oligosaccharides

O-liés au niveau de l’appareil de Golgi (Collins, 1990; Lichtenstein et al., 1996; Olmsted

and Collins, 1989). La portion extracellulaire de la gp9O est constituée d’une région

contenant 4 cystéines conservées (Olmsted and Collins, 1989). Ce domaine s’organise en

structure globulaire grâce aux ponts disulfures reliant les cystéines entre elles (Langedijk et

al., 1996) et constituerait le site d’attachement au récepteur cellulaire (Johnson et al.,

1987). Les données de séquence en acide aminé montrent par ailleurs qu’une portion de

cette région est conservée entre les différentes souches (Johnson et al., 1987; Lerch et al.,

1990). Plusieurs des épitopes reconnus par les anticorps de l’hôte sont situés dans la région
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C-terminale (Walsh et al., 1987) de gp9O. Cette protéine est très tolérante à de nombreuses

modifications: l’adjonction de séquences étrangères ou la suppression d’importants

domaines n’empêchent pas l’expression de ces formes mutées à la surface des cellules

infectées (Lichtenstein et al., 1996; Olmsted and Collins, 1989; Roberts et al., 1994).

Région Région
cytoplasmique extracytoplasmique

Séquence d’aa
Région conservée parmi les

transmembranaire sous-groupes

t l64t176
NH2I

_______________________1C00H

N-glycosylation 4— / c c

0-glycylation Cystéine

Figure 3 : Structure de la glycoprotéïne G du VRS.
Les 29$ acides aminés de la gp9O sont représentés sous forme de rectangles nuancés de blanc à noir. Le
segment de séquence d’acides aminés conservé entre les deux sous-groupes antigéniques de la gp9O (164-
176) est en gris clair. Les sites potentiels de glycosylation sont présentés par soit des grands cercles (N
glycosylation) ou par des petits cercles (0-glycosylation). Les résidus conservés de cystéines sont indiqués
par des (C). La région cytoplasmique est séparée de la région extra-cytoplasmique par une zone de couleur
noire représentant la région transmembranaire de la gp9O.

Environ 15% de la protéine d’attachement est exprimée sous une forme soluble (gp9os) qui

a une masse moléculaire approximativement de 85 kDa. C’est l’initiation de la traduction à

partir du deuxième codon AUG qui est responsable de la formation de cette gp90s

(Hendricks et al., 1988). Ce codon d’initiation, présent dans le domaine hydrophobe de la

gp9O, engendre un peptide signal dont le clivage permettra l’expression d’une gp90s

(Lichtenstein et al., 1996; Roberts et al., 1994). La gp90s est détectée dès 6h postinfection,

alors que la forme membranaire n’est détectable qu’à partir de 18h, suggérant un rôle plus

précoce du gp90s dans l’interaction avec le système immunitaire de l’hôte (Hendricks et

al., 1988). Des expériences ont montré que des souches du VRS sans gp9O membranaire

mais exprimant la partie soluble, ont une réplication efficace in vitro qui n’est que

légèrement atténuée in vivo (Bembridge et al., 1998; Jobnson et al., 1998). Un virus

recombinant dans lequel la gp9O et la gp90s ont été délétées est encore capable d’infecter

efficacement les cellules cibles. Ce mutant est toutefois beaucoup moins capable d’infecter

les cellules du tractus respiratoire humain et murin (Teng et al., 2001). Ces résultats
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indiquent que la gp9O n’est pas essentielle pour l’attachement cellulaire mais agit comme

une protéine accessoire laquelle, augmente l’efficacité du processus.

Contrairement à la pF qui est associée à une réponse de type Thi, la gp9O semble être liée à

la pathogenèse de l’infection au VRS et responsable de la sévérité de la maladie. En effet,

chez les souris, la gp9O induit l’expression de cytokines de type Th2 (1L4 et 1L5) (Spender

et al., 1998) et d’une éosinophilie pulmonaire (Arnold et al., 2004; Hancock et al., 1996;

Takeuchi et al., 2004; Tebbey et al., 199$). La gp9O est par ailleurs associée à une

réduction de neutrophiles, du trafic des NK ainsi qu’à une diminution de la concentration

d’1L2 au niveau du poumon (Tripp et al., 1999). Le traitement de cellules mononucléées

par la gp9O purifiée induit la production d’ILlO et diminue l’expression de TNFa et d’1L12

(Konig et aL, 1996). La gp90s peut induire la production d’1L5 et d’1L13 ainsi que

l’accumulation d’éosinophiles pulmonaires (Johnson and Graham, 1999; Johnson et al.,

199$). L’exposition à la gp9O aggrave les symptômes chez les souris confrontées au VRS

et inhibe l’expression des ARNm codan pour CCL2, -3, -4 et CXCL1O par les leucocytes

bronchoalvéolaires (Tripp et al., 2000). L’infection de souris par un virus de la vaccine

exprimant la gp9O génère une réponse inflammatoire caractérisée par le recrutement de

lymphocytes T-CD4 de type Th2 et une éosinophilie pulmonaire (Alwan and Openshaw,

1993; Pemberton et al., 1987). Le transfert de clones de lymphocytes T-CD4 spécifiques à

la gp9O chez des souris naïves les prédispose à une pathologie pulmonaire et à une maladie

plus prononcée après une confrontation au VRS (Alwan et al., 1994). Ces données

suggèrent que la structure antigénique de la gp9O prédispose à une réponse immune de type

Th2 subséquente à une infection au VRS. L’identification de la séquence peptidique de la

gp9O responsable de la réponse de type Tb2 est encore sujette à débats (Sparer et al., 199$;

Srikiatkhachom et al., 1999). Cependant, le développement de cette réponse de type Th2

peut expliquer en partie l’association entre le VRS et le développement ultérieur de

l’asthme chez les individus prédisposés.

Le récepteur cellulaire de la gp9O n’a pas été identifié. Le groupement héparine sulfate des

gÏycosaminoglycans et les chondroïtines sulfates B de la surface cellulaire facilitent

l’infection par un domaine de liaison putatif d’héparine présent au niveau de la gp9O

(« heparin binding domain» HBD) (Feldman et al., 1999). Une mutation de HBD, ne
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modifie pas la croissance du VRS in vitro et le virus reste sensible à la neutralisation de

l’héparine soluble même s’il montre, in vivo, une réduction moyenne de l’infection. La

région HBD de la gp9O ne serait donc pas le seul déterminant lié à la liason cellulaire

(Karron et al., 1997; Teng et al., 2001). De manière intéressante, la région HBD a d’autres

fonctions vu qu’elle contient un motif commun au CX3C de la chimiokine CX3CL1 (Tripp

et aL, 2001). Toutefois, la séquence peptidique de la gp9O ne présente que peu d’homologie

avec CX3CL1. Cette région centrale conservée de la gp9O ne serait pas requise pour une

infection efficace in vitro (Teng et al., 2001).

En conclusion, ces observations suggèrent que la protéine de surface G du VR$ joue un

rôle important dans la maladie respiratoire et sa pathogenèse mais selon un processus qui

reste encore à définir. De même, les mécanismes d’attachement de la gp9O membranaire

ainsi que le récepteur ne sont pas clairement identifiés. La dissection moléculaire sous

jacente à l’immunopathologie de la gp9O offrirait un nouvel aperçu dans le traitement

possible du VRS et de ses complications.

1.3 L’infection au VRS

L’infection au VRS est saisonnière avec une prédominance du nombre de cas en hiver et au

début du printemps dans les climats tempérés (Mufson et al., 1973). Le VRS est très

contagieux et se répand principalement par contact direct (main-yeux, main-nez) ou par

sécrétion nasale (Jeng and Lemen, 1997).

Après une période d’incubation de 4 à 5 jours, le virus se répand du naso-pharynx au

tractus respiratoire inférieur via l’aspiration de sécrétions ou via les cellules de la muqueuse

épithéliale respiratoire (Johnson et al., 1961). L’infection induit des nécroses de

l’épithélium bronchiolaire, une formation de syncytia et un infiltrat péribronchiolaire de

lymphocytes associés à un oedème (Fujishima et al., 1995). Il s’ensuit une augmentation de

la production de mucus. L’accumulation de mucus, les dommages épithéliaux et l’infiltrat

cellulaire engendrent l’obstruction des petites voies respiratoires, menant à une difficulté

respiratoire et de la respiration sifflante (Ottolini and Hemming, 1997). Dans une
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bronchiolite typique au VRS, il y a relativement peu de cellules infectées suggérant que la

maladie est principalement liée à la réponse inflammatoire induite par le virus et non pas

reliée aux effets cytopathiques (Aheme et al., 1970).

Comme le VRS est un pathogène ubiquitaire et que la majorité des enfants sont infectés

durant leurs deux premières années de vie, la plupart des individus ont des anticorps

sériques anti-VRS. Les nouveau-nés, pour leur part, ont un niveau d’anticorps maternels

anti-VRS élevé (Hall et al., 1991). Néanmoins, l’incidence des réinfections reste élevée

suggérant une protection incomplète et de courte durée. Des anticorps sécrétés et sériques

sont produits suite à l’infection, mais le niveau des anticorps anti-F et G des nourrissons ne

présente que 20% de celui des individus adultes (Mclntosh et al., 1978). La faiblesse de

cette réponse serait peut-être liée à la présence d’anticorps maternels et/ou à l’immaturité

du système immun de l’enfant (Murphy et al., 1986a). Les manifestations cliniques des

réinfections sont généralement plus faibles que celles de la primo-infection et restent le

plus souvent limitées, bien que des enfants immunodéprimés puissent développer une

infection sévère (Glezen et al., 1986; Groothuis et al., 1990).

1.3.1 Les cellules impliquées dans l’infection

Les cellules de l’épithélium respiratoire sont les premières cibles cellulaires du VRS (Hall

et al., 1921) (fig.4). L’infection des cellules épithéliales induit une libération des cytokines

proinilammatoires (IL1, TNFŒ, 1L6, IL11), de chimiokines (CXCL$, CCL2, -3, -5), de

facteurs de croissance (GM-CSF et G-CSf) et d’interférons (IFNŒ, IFNI3) (revue dans:

McNamara and Smyth, 2002). De plus, le VRS induit une expression accrue de molécules

d’adhésion (ICAM1) au niveau des cellules alvéolaires (Patel et al., 1995). Ces mêmes

cellules infectées produisent des protéines du complément (Zach et al., 1992) et du

surfactant (Korfhagen and Whitsett, 1997).

L’infiltrat inflammatoire au niveau des voies aériennes est composé principalement de

lymphocytes, de neutrophiles et d’éosinophiles. Les médiateurs produits par ces cellules

contribuent à la pathogenèse de l’infection. La protéine du surfactant est un polypeptide qui

favorise la fonction de phagocytose des neutrophiles et des macrophages (Holmskov et al.,

1994; Midulla et al., 1993). En réponse à l’infection, les macrophages alvéolaires
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produisent des cytokines pro-inflammatoires (1L113, 1L6, CXCL$, IL1O, 1L12, TNFa)

(Becker et aL, 1991; Panuska et al., 1995). Les premiers jours post-infection, la majorité

des lymphocytes identifiés dans le lavage broncho-alvéolaire de souris sont de phénotype

NK (Husseli and Openshaw, 199$). Les chimiokines CCL2, -3, -4, -5,-7, -8, produites par

les cellules épithéliales infectées, ont des fonctions de chimiotactisme, de stimulation de la

prolifération et de cytotoxicité des NK qui sont responsables de la production précoce

d’IFNy (Becker and Soukup, 1999; Biron et al., 1999). L’iiifiltrat neutrophilique survient

précocement après l’infection et est attribuable à l’effet chimiotactique du CXCL$

provenant des cellules épithéliales et des macrophages (Wang and Forsyth, 2000). Les

neutrophiles produisent le CXCL$, les CCL3, -4 et une myéloperoxidase (MPO) spécifique

associée aux granules (Jaovisidha et al., 1999). Des concentrations élevées de MPO sont

observées dans des sécrétions nasopharyngées de nourrissons atteints de bronchiolite

(Hubner et al., 2005).

Les éosinophiles, attirés par les chimiokines (CCL3, -5, -11) produites par les cellules

épithéliales infectées sont activés (Olszewska-Pazdrak et al., 1 998b) et peuvent être

directement infectés par le VRS. Sur place, ils libèrent leurs protéines granulaires

cytotoxiques ce qui aggrave la destruction épithéliale et augmente la pathologie (Soukup

and Becker, 2003) ainsi que la production de radicaux d’oxygène, leukotriène C4, CCL3, -

5. La concentration de protéines cationiques éosinophiliennes dans le sérum et les

sécrétions nasopharyngées sont un marqueur de sévérité de la maladie (Garofalo et al.,

1992).

Ainsi, les manifestations cliniques d’une bronchiolite au VRS résultent non seulement d’un

effet cytopathique direct du virus mais également de la réponse inflammatoire de l’hôte

caractérisée par une accumulation d’éosinophiles, de neutrophiles et de lymphocytes T de

type Th2. Elle est aussi caractérisée par une production excessive de mucus par les voies

respiratoires. Actuellement, il n’est pas encore bien défini si ces phénomènes excessifs sont

la conséquence du relargage de chimiokines induites par le VRS ou sont dus directement au

VRS via sa gp9O selon un mécanisme non encore élucidé.
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Figure 4 : Représentation schématique de la réponse de
l’épithélium respiratoire suite à une infection par le VRS.

Le VRS est lié par le surfactant et est phagocyté par les macrophages lesquels mènent à la production de
cytokines. L’infection des cellules épithéliales stimule la relâche de nombreuses cytokines et chimiokines.
Celles-ci mènent à la régulation à la hausse de ICAM-l et de MHC-l. Ces éléments déterminent l’éLimination
du virus et/ou l’inflammation avec des dommages des tissus de la muqueuse respiratoire.

1.4 VRS et asthme

L’asthme (asthma: respiration difficile) est une maladie inflammatoire chronique des voies

aériennes, apparaissant généralement au cours des premières années de la vie, responsable

de symptômes divers (dyspnée paroxystique sifflante, essoufflement, sensation

d’oppression thoracique, toux) et caractérisée par une insuffisance respiratoire de degré

variable (Kips, 2001). Le processus inflammatoire se caractérise par une accumulation, au

niveau de la paroi bronchique, d’éosinophiles, de lymphocytes T de type CD4 et CD8, de

lymphocytes B, de macrophages, de cellules dendritiques, de mastocytes et de plaquettes

(Miro et al., 2000). Différentes études épidémiologiques ont rapporté une augmentation de

la prévalence de l’asthme au cours des trente dernières années qui se situe entre 2,1 et 32,2

% (Masoli et al., 2004).
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Les facteurs de risques liés au développement de l’asthme sont classifiés en deux

catégories: l’hôte (facteurs génétiques, atopie, genre, race) et l’environnement (jolluants,

exposition aux allergènes, fumée de cigarette, obésité, infections respiratoires) (Message

and Johnston, 2002; Pearce et al., 1999; Sears et aL, 1993; Wills-Karp and Ewart, 2004).

Les infections respiratoires ont une relation complexe avec le développement de l’asthme.

Plusieurs études épidémiologiques suggèrent qu’une prévalence accrue d’infections

respiratoires en bas-âge protègerait contre le développement de l’asthme (Erb, 1999;

Yazdanbakhsh et al., 2002). Par contre, l’infection au VR$ semble être un facteur de risque

important pour le développement de l’asthme juvénile (revue dans : Osur, 2002; $igurs,

2001). L’explication possible de ce mécanisme pathogénique est que le virus est capable de

déréguler l’immunité locale. Les travaux de Welliver et al (Welliver et al., 1986), suggèrent

que cette dérégulation se manifeste par la production d’un haut titre d’anticorps IgE

spécifique au VRS. Également, l’infection au VRS crée un débalancement entre les

populations lymphocytaires Thl et Th2 favorisant l’inflammation allergique médiée par les

lymphocytes Th2 et par une accumulation excessive d’éosinophiles au niveau pulmonaire

caractéristique des l’inflmmation asthamtique (Lemanske, 2002).

1.5 Traitements et prophylaxie

1.5.1 Traitement

Il n’existe aucun traitement efficace de l’infection au VRS. La thérapie actuelle consiste en

un traitement de support incluant une hydratation adéquate, en l’oxygénothérapie et en

l’aspiration des sécrétions nasopharyngées associée ou non à de la kinésithérapie (revue

dans: Black, 2003). La ribavirine, qui est un agent virostatique, diminue le titre viral mais

ne réduit pas l’irffiltrat granulocytaire (Schmidt et al., 2004); son utilisation n’est donc pas

recommandée de façon générale (Black, 2003).

1.5.1.1 Les corticostéroïdes

Les corticostéroïdes sont communément prescrits pour le traitement de bronchiolites durant

la phase aigu et la période de convalescence (Poweli and Gibson, 2003; Price, 2000;

Thomas et ai, 2002) ainsi que pour le traitement de l’asthme (Connett and Lenney, 1993).
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Toutefois, les bénéfices réels des cortïcostéroïdes sont mitigés si bien que leur utilisation

générale n’est pas souhaitable. Certaines études ont montré que cette thérapie est efficace

soit dans le cas de certains sous-groupes de patients infectés soit pour les patients

présentant une atteinte sévère (Black, 2003; Maggon and Barik, 2004). La thérapie conduit

à une réduction du nombre de cellules inflammatoire dans le tractus respiratoire des

asthmatiques et par une inhibition de l’expression des médiateurs pro-inflammatoires par

les cellules inflammatoires nouvellement recrutées (Jahnsen et al., 1999). Une forte dose de

corticostéroïdes inhalés est une stratégie d’une efficacité partielle pour le traitement d’une

insuffisance respiratoire virale chez les enfants (McKean and Ducharme, 2000; Powell and

Gibson, 2003). In vitro, les corticostéroïdes tels que le proprionate de fluticasone

diminuent la production de CXCL8 et CCL5 par les cellules bronchiques épithéliales

infectées par le VRS. Toutefois, le traitement n’est pas associé à des variations

significatives de la quantité de virus excrétés (Noah et al., 1998).

Une compréhension de base des mécanismes moléculaires est utile lorsqu’on veut évaluer

l’effet thérapeutique et systémique des corticostéroïdes. La dose inoculée, les patients, la

pathologie et les cellules ciblées peuvent modifier une réponse individuelle aux

glucocorticoïdes (GC) (Crowley, 2003). En l’absence de ligand, le récepteur(RG) des GC

est séquestré dans le cytoplasme et maintenu sous forme inactive par association à des

protéines de choc thermique (PST). La liaison du ligand induit un changement

conformationnel du RG qui relargue les PST et est phosphorylé puis déplacé vers le noyau.

Il se fixe alors sous forme d’homodimère sur des séquences spécifiques, des éléments

répondants aux glucocorticoïdes (ERG), localisées dans les régions régulatrices des gènes

cibles et active (transactivation!ERG+) ou réprime (transrépressionfERG-) la transcription

de gènes. La transrépression se déroule soit en se liant à ces ERG-, soit par l’interaction

directe des RG avec des facteurs de transcription nucléaire (McKay and Cidlowski, 1999;

Crowley, 2003; Kofler et al., 2003). Le facteur commun de l’activité des GC est donc la

régulation des gènes de transcription et la mesure de ce potentiel transcriptionnel prédit le

pouvoir anti-inflanunatoire et les effets secondaires (Jaffuel et al., 2000). Par exemple, une

augmentation de l’activité transrépressive et une diminution concomitante des propriétés

transactivatrices impliquent des effets secondaires mineurs. L’index thérapeutique des GC

inhalés dépend du ratio thérapeutique / effets systémiques non désirés et dépend de son
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activité potentielle locale et semblent restreints à certains tissus ou types cellulaires

(Brostjan et al., 1996; Jaffuel et al., 2000; Crowley, 2003) (fig.5).

Processus inflammatoire

1
PST

/

Yransrépression

I
Transrépression

Fïgure 5 Interaction des glucocorticoïdes (GC) avec leur récepteur (RG).
Cette activation peut à la fois activer (transactivation) ou réprimer (transrépressïon) la transcription du gène.
La liaison du complexe GC/RG à des éléments répondant aux glucocorticoïdes (ERG+) localisés sur l’ADN
résulte en une transactivation , responsable de beaucoup d’effets métaboliques. La transrépression se déroule
par deux mécanismes: la liaison du complexe GC/RG à des ERG ou par une interaction directe avec des
facteurs de transcription nucléaire comme AP-l et NF-icB. La transrépression est responsable des effets anti-
inflammatoires de GC.

L5.2 Prophylaxie

La prévention est un objectif prioritaire en milieu hospitalier où les mesures «classiques»

d’hygiène prennent toute leur importance. L’ allaitement doit être encouragé car la maladie

est moins sévère chez les nourrissons nourris au sein. Pour les enfants à risque, une

immunothérapie à base d’anticorps monoclonal (le palivizumab) dirigé contre la protéine F

est recommandée. L’administration d’immunoglobulines intraveineuses anti-VR$ ont fait

l’objet de plusieurs études et l’incidence de l’hospitalisation pour infection à VRS a alors

été réduite (revue dans: Black, 2003; Maggon and Barik, 2004). Les indications de cette
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prophylaxie sont clairement établies dans les recommandations de la Société Canadienne

de Pédiatrie et de l’American Academy ofPediatrics.

À ce jour il n’existe pas de vaccination qui protège les jeunes enfants contre des infections

sévères du VRS. Après le succès du vaccin contre la poliomyélite préparé à partir du virus

entier, inactivé par la formaline, un processus similaire a été utilisé pour préparer un vaccin

contre le VRS. Durant l’hiver 66-67, des enfants, séronégatifs pour le VRS, furent

immunisés par le vaccin inactivé (FI-VRS) ou par un vaccin contrôle. Ils furent ensuite

exposés au VRS dans leur communauté. Mais, plutôt que d’être protégés, les enfants

immunisés avec le FI-RSV développèrent la maladie de façon plus aigu, pouvant aller

jusqu’au décès. L’examen des malades révéla une intense infiltration péribronchiolaire, une

sévère inflammation pulmonaire ainsi qu’un excès d’éosinophiles dans le sang et les

poumons (Kapildan et al., 1969; Kim et al., 1969). Différentes hypothèses ont été soulevées

pour expliquer les effets adverses de ce vaccin. Les séra des enfants vaccinés par le FI-VRS

contenaient de hauts titres d’anticorps contre les protéines F et G mais relativement peu

neutralisants. Il a été proposé que l’inactivation par la formaline altérerait les épitopes

protecteurs et empêcherait les anticorps de contrôler la réplication virale (Hall et al., 1976;

Russi et al., 1993). Ces anticorps pourraient également se lier aux antigènes viraux, former

des complexes immuns dans les poumons et seraient responsables des affections

pulmonaires (Murphy et al., 19$6b). Paradoxalement, les lymphocytes T ont été impliqués

dans l’augmentation de la maladie observée avec la vaccination FT-RSV (revue dans

Husseil and Openshaw, 1996). Précisément, différentes expériences suggèrent que les

lymphocytes T de type CD4 sont responsables de la pathologie (Alwan et al., 1992;

Connors et al., 1994; Connors et al., 1992). De plus, le vaccin FI-VR$ se caractérise par

une induction rapide, prolongée et intense de la production de chimiokines qui recrutent et

activent les éosinophiles (Alam et al., 1993; Kameyoshi et al., 1992; Matthews et al., 2005;

Power et al., 2001a; Rot et al., 1992; Rothenberg, 1999). Il est possible que ces

granulocytes aient contribué aux dommages cellulaires par le relargage de leur protéines

granulaires cytotoxiques et par la production de radicaux d’oxygène, leukotriène C4,

CCL3, -5 qui auraient aggravé la destruction épithéliale et auraient augmenté la pathologie

(Soukup and Becker, 2003).
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Les premiers vaccins vivants atténués anti-VRS n’ont pas donné de résultats satisfaisants.

Les mutants sélectionnés par culture à basse température ou par sélection de mutants

thermosensibles étaient soit incomplètement atténués et induisaient des troubles

respiratoires, soit trop atténuées et ne protégeaient pas (Brandenburg et al., 2001;

Greenberg and Piedra, 2004). D’autres constructions furent testées où il a été observé une

augmentation de plus de quatre fois du titre d’anticorps séro-neutralisants mais des études

supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si ces préparations peuvent induire une

immunité protectrice contre le VRS sauvage (revue dans : Karron et al., 2005).

Les vaccins sous-unitaires, composés de protéines virales purifiés, sont composés de la pF

(Falsey and Walsh, 1996; Falsey and Walsh, 1997; Plotnicky-Gilquin et al., 2000), d’une

co-purification des protéines M, F et G (Power et al., 1997), ou d’un peptide de la gp9O

(Power et al., 200 lb). Dans les populations vaccinées, les vaccins ont été bien tolérés et

aucune augmentation de la maladie ne fut observée (revue dans: Polack and Karron, 2004).

Une alternative pour protéger les nouveau-nés serait de vacciner les femmes enceintes,

puisque durant la première saison de VR$, aucune augmentation de la fréquence ou de la

sévérité de la maladie n’a été observée chez les nouveau-nés (Munoz et al., 2003).

Dans un modèle animal, la vaccination avec de l’ADN exprimant la protéine F ou G peut

protéger contre une infection du VRS sans augmentation significative de la pathologie

pulmonaire après une confrontation au VRS (Bembridge et al., 2000a; Bembridge et al.,

2000b; Li et al., 2000; Li et al., 1998; Schmidt et al., 2002). Des souris immunisées par

voie intradermique par gene-girn, qui consiste à administrer une faible quantité de plasmide

précipité sur des particules d’or accélérées par un champ électrique, avec un ADN codant

pour la gp9O produisent des anticorps associés à une réponse cellulaire de type Th2 qui

pourrait être modulée par la co-immunisation d’ADN encodant l’IL-2 ou l’IFNy (Bartholdy

et al., 2004).

En conclusion, le développement d’un vaccin anti-VRS efficace et sécuritaire dépend d’une

meilleure compréhension de l’immunobiologie du VR$. Beaucoup de nouvelles

informations sur le VRS et sa pathogenèse ont émergé ces dernières années mais plusieurs

questions importantes doivent être élucidées. En particulier, il serait opportun de

déterminer le récepteur le plus important lors de l’entrée virale et de l’utiliser comme cible
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pour interférer avec la pénétration du virus. Des données supplémentaires, tant

moléculaires que cellulaires, sur l’induction de l’inflammation et plus particulièrement le

rôle de la gp9O dans la réponse immune sont également nécessaires. Dans ce cadre, il serait

nécessaire de soulever la place de la gp9O dans l’induction ou l’interférence de la

production de cytokines ou de chimiokines. Les mécanismes sous-jacents qui permettent à

la gp9O de moduler la réponse des cellules immunitaires lors d’une infection au VRS

seraient intéressent à être évalués et élucidés. Ces informations seraient primordiales pour

la prévention et la thérapie d’une infection liée au VRS.
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2. Exploitation microbiologique du système des chimiokines

Virtuellement chaque type de molécule exposée à la surface d’une cellule est un récepteur

de pathogène potentiel. Par exemple, des récepteurs de chimiokines peuvent servir de co

récepteurs pour le plasmodium vivax (Horuk et al., 1993b) et le virus de

l’immunodéficience humaine (Berger, 1997). Actuellement un tel récepteur, exploitant

également cette voie moléculaire pour infecter une cible cellulaire, a été identifié pour le

VRS (Tripp et al., 2001). Cependant d’autres récepteurs de chimiokines pourraient être

impliqués dans l’attachement viral. Aussi, cette interaction spécifique entre certaines

protéines virales et le système de chimiokines permet au virus de détourner le système

immun de l’hôte dont les chimiokines assurent le développement (revue dans: Alcami,

2003).

2.1 Les chimiokines et leurs récepteurs

Pour que le système immunitaire soit efficace dans sa lutte contre les infections ou lors de

réactions inflammatoires, les leucocytes doivent migrer de la circulation sanguine vers les

tissus où ils exercent leur rôle sous la libération de médiateurs spécifiques. Ces médiateurs

constituent un groupe complexe composé de facteurs de croissance, de cytokines et de

chimiokines (Borish and $teinke, 2003; Stem and Nombela-Arrieta, 2005). Cette dernière

famille, dont le nom est la réunion de deux mots anglais chemoattractant et cytokine,

contrôle le trafic des leucocytes en réponse à un gradient de concentration créé en

s’immobilisant à la surface des cellules endothéliales. Les chimiokines sont impliquées

dans des activités leukocytaires comme le maintient de l’homéostasie, telle la

différenciation, et l’inflammation ou l’activation (Borish and Steinke, 2003; Gangur et al.,

2002; Laing and Secombes, 2004; Mackay, 2001). Outre leur rôle de pivot dans la réponse

immune contre les pathogènes, les chimiokines régulent la migration des cellules

somatiques ainsi que des événements extérieurs au système immun comme, l’angiogenèse,

l’organogenèse et la carcinogenèse (revue dans: Borish and Steinke, 2003; Gangur et al.,

2002; Murdoch and finn, 2000a; Murdoch and finn, 2000b).
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2.1 .1 Classification des chimiokines

Les chimiokines appartiennent à une large famille de protéines structurellement proches de

$ à 14 kDa. Jusqu’à présent, 50 chimiokines et près dc 30 récepteurs ont été identifiés chez

l’homme. Fonctionnellement, les chimiokines sont classées en deux catégories (revue

dans: Laing and Secombes, 2004; Mackay, 2001; Murdoch and fmn. 2000a; Stem and

Nombela-Arrieta, 2005). Les chimiokines homéostatiques sont produites et sécrétées

constitutivement et sont généralement impliquées dans le trafic des lymphocytes et la

surveillance immune. D’ autres chimiokines, dites inflammatoires, sont induites durant une

infection ou suivant un stimulus pro-inflammatoire et dirigent la migration des leucocytes

au site d’infection. Ces chimiokines recrutent dans le torrent circulatoire et les tissus les

cellules participant au phénomène inflammatoire. Lors de la réparation des plaies, ces

mêmes chimiokincs sont impliquées soit dans l’accumulation de neutrophiles, soit dans la

coagulation sanguine. Structurellement, les séquences en acides aminés des chimiokines

varient de 20 à 80% et sont caractérisées par la présence d’un motif de 3 ou 4 cystéines (C)

(Fig.6). La position amino-terminale de deux de ces cystéines (contigus ou non) dans la

structure de la chimiokine définit la famille du ligand (L). Ainsi, le groupe des CXCL (Œ),

présente un acide aminé intercalé entre les deux cystéines, alors que dans le groupe des

CCL (f3), les deux cystéines sont adjacentes. La majorité des chimiokines est contenue dans

ces deux groupes. Il existe également le groupe CL (y) qui ne possède qu’une cystéine et le

groupe CX3CL () où les deux cystéines sont séparées par 3 acides aminés variables

(fernandez and Lolis, 2002; Murphy et al., 2000; Rosenkilde and Schwartz, 2004).

Figure 6: Schéma de classification des chimiokines et leurs récepteurs.
Les chimiokines sont caractérisées par la présence d’un motif de 3 ou 4 cystéines (C). La position amino
terminaLe de deux de ces cystémes (contigus ou non) dans la structure de la chimiokine défmit la famille du
ligand en XC, CC, CXC et CX3C.

Chimiokine C Chimiokine CC Chimiokine CXC Chimiokine CX3C

Récepteur Récepteur
XCR1 CCRI-lt CXCRI -6

Récepteur
CX3CRI
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2.1.1.1 Les chimiokines CXCL

Un motif de trois résidus Glu-Leu-Mg (ELR), adjacent au motif CXC, a été identifié dans

certaines chimiokines de ce groupe.

Les ELR+ comprennent les chimiokines CXCL1, -2, -3, -5, -6 —7, -8 et -15 (Murphy et al.,

2000). Elles sont produites par une large variété de cellules en réponse à des stimulants

pro-inflammatoires (IL1, TNFct). Le rôle de ces chimiokines est de promouvoir l’adhérence

aux cellules endothéliales ainsi que la migration des leukocytes, suggérant leur rôle majeur

dans des inflammations aigus et chroniques. Elles contribuent aussi à la mobilité des

mégacaryocytes, des cellules musculaires lisses, des cellules endothéliales et des

fibroblastes (Larsen et al., 1989; Warringa et al., 1991; White et aL, 1989). Ces

chimiokines sont également considérées comme angiogéniques (Strieter et al., 1995).

Les CXCL4, -9, -10, -11, -12, -13, -14 et -16 ne contiennent pas le motfELR (Fernandez

ami Lolis, 2002). Leur activité biologique est plus variable bien que la plupart soient

angiostatiques et aient des propriétés anti-angiogéniques (Cole et al., 1998; Crisi et al.,

1996; Gengrinovitch et al., 1995). Elles sont exprimées de façon plus constitutive et

exercent leur action sur les lymphocytes et les cellules hors du compartiment

hématopoïétique (Borish and Steinke, 2003).

2.1.1.2 Les chimiokines CCL

Selon leurs activités spécifiques et/ou leurs similarités de séquences, la sous-famille CCL

peut être divisée en sous-groupes.

Le sous-groupe allergénique est composé de molécules structurellement proches (CCL1,

-2, -7, -8, -11, -13) dont les gènes sont situés dans la même région du chromosome 17.

Elles ont une activité pléiotropique mais attirent généralement les éosinophiles, les

basophiles, les mastocytes et peuvent rapidement induire leur dégranulation (Luster and

Rothenberg, 1997; Oppenheim JJ, 2000).

Les gènes des chimiokines pro-inflammatoires (CCL3, -4, -5, -6 et -8) se trouvent dans une

même région du chromosome 17. CCL5 attire préférentiellement les lymphocytes (L)T

mémoire, les éosinophiles, les basophiles et induit la relâche d’histamine (Oppenheim JJ,

2000). CCL3 et CCL4 attirent les monocytes tandis que les macrophages, les LTCD4 et les
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éosinophiles sont les principales cibles de CCL6 (Asensio et al., 1999; Hogaboam et al.,

1999). CCL1$ serait impliquée dans l’attraction des LI naïfs (Oppenheim JJ, 2000).

Le sous-groupe du développement comprend, entre autres, CCL25 qui présente une activité

chimiotactique envers les monocytes, les cellules dendritiques, les ffiymocytes (Laing and

Secombes, 2004).

CCL 19, -20 et -21 du groupe homéostatique sont produites constitutivement par le tissu

lymphoïde. CCL21 redirige les LI naïfs ainsi que les cellules dendritiques matures au site

spécifique dans les tissus lymphoïdes (Laing and Secombes, 2004).

2.1.1.3 Les chïmiokines XCL

Les chimiokines XCL sont des peptides structurellement similaires aux chimiokines CCL

avec l’exception qu’il leur manque une des deux cystéines N-terminales (en l’occurrence la

troisième). Cette famille est représentée par deux membres: XCL1/lymphotactine-a et

XCL2/lymphotactine-[3. XL 1-a peut induire le chimiotactisme des lymphocytes mais pas

celui des monocytes ni des neutrophiles (Hedrick and Zlotnik, 199$; Keiner et al., 1994).

2.1.1.4 La chïmiokine CX3CL

CX3 CL 1, seul membre de cette famille, a une activité de chimiotactisme sur les LI, les

monocytes et les cellules NK (Combadiere et al., 1998a). Elle induit le relargage de

produits neuraux comme la substance P et de la microglie auxquels elle se lie (Lai et al.,

2002). Cette chimiokine, tout comme CXCL16, est ancrée, par une large queue de mucines,

à la partie C-terminale d’une hélice-a trans-membranaire. Ceci permet à ces chimiokines de

rester attachées à la membrane ou d’être sécrétées de la cellule suite à un clivage

enzymatique (Combadiere et al., 199$a) (Tableau 1).

2.1.2 Les récepteurs des chimiokines

Toutes les cbitniokines identifiées à ce jour régulent leur activité via des récepteurs ancrés

à la surface des cellules possédant 7 domaines trans-membranaires couplés à une protéine

G (femandezand Lolis, 2002; Pierce et al., 2002). Un modèle structural du récepteur des

chimiokines a été suggéré, basé sur une analogie avec un récepteur de la rhodopsine lequel

est également un récepteur à 7-régions-transmembranaires. En fait, la partie N-terminale du



22

récepteur est localisée au niveau extracellulaire, alors que le domaine C-terminal est

intracellulaire et initie la cascade de signalisation faisant suite à la liaison de la chimiokine

à son récepteur. Chacun des 7-domaines trans-membranaires passe à travers la membrane,

formant des boucles extracellulaires et intracellulaires (Baldwin, 1993) (Fig.7). Les

récepteurs des chimioldnes sont exprimés sur les cellules de manière constitutive ou après

stimulation. Alors que la densité d’expression de la plupart des récepteurs de chimiokines

est relativement faible (1000 à 20000 par cellule), CCR3 est fortement exprimé par les

éosinophiles (40000 à 50000 par cellule).

famille Nom Nom Récepteur Famille Nom Nom Récepteur
officiel commun officiel commun

CXC CXCL1 GROa CXCR2, CCL9 MIP1y ?

(u) CXCR1, DARC
CXCL2 GROI3 CXCR2 CCLIO CCLIO ?

CXCL3 GROy CXCR2 CCL ii Eotaxme CCR3, DARC

CXCL4 PF4 ? CCL12 MCP5 CCR1, CCR2

CXCL5 ENA7$ CXCR2 CCL13 MCP4 CCR3, CCR2,
CCR1, DARC

CXCL6 GCP2 CXCR1, CCLI4 Ccl CCR1
CXCR2

CXCL7 NAP2 CXCR2 CCL15 Leukotactme 1 CCR1, CCR3

CXCL8 ILS CXCR1, CCL16 LEC CCR1
CXCR2, DARC

CXCL9 MIG CXCR3 CCL17 TARC CCR4
CXCL1O IPIO CXCR3 CCLI8 PARC ?
CXCL1I I-TAC CXCR3 CCL19 MIP313 CCR11,CCR7
CXCLI2 SDFI CXCR4 CCL2O MIP3a CCR6

CXCL13 BCA1 CXCR5 CCL21 SLC CCR11,CCR7

CXCLI4 BRAK ? CCL22 MDC CCR4

CXCL15 Lungkine ? CCL23 MPIf 1 CCR1

CXCL16 CXCL16 CXCR6 CCL24 Eotaxine2 CCR3

CC CCL1 1309 CCR$ CCL25 TECK CCR1 1, CCR9

(13) CCU MCP1 CCR1O,CCR2, CCL26 Eotaxine3 CCR3
DARC

CCL3 MIP1a CCR5, CCR1 CCL27 CTACK CCRJO

CCL4 MJPII3 CCR5 CCL2$ MEC CCRIO

CCL5 RANTES CCR5, CCR3, XC CL1 Lymphotactine XCR1
CCR1,DARC (y) u

CCL6 ClO ? CL2 Lymphotactïne XCRI
13

CCL7 MCP3 CCR1O, CCR3, CX3C CX3CLI fractaikine CX3CRI
CCR2, CCR1, ()

DARC
CCL$ MCP2 CCR5, CCR3,

CCR2,CCRJ

Tableau 1 Récapitulatif des chimiokines (noms communs et noms officiels) connues de mammifères,
leur famille respective et leurs récepteurs correspondants.
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Les récepteurs ont été désignés CXCRI à 6, CCR1 à 11, XCR1 et CX3CR1 selon leur

capacité à lier respectivement les chimiokines de la famille des CXC, CC. C et CX3C

(Mackay, 2001; Murdoch and Finn, 2000a). Étant donné le nombre de récepteurs et de

leurs ligands, il apparaît que plusieurs récepteurs lient de multiples ligands permettant ainsi

un certain chevauchement. Cette caractéristique permettrait une diversification des

fonctions des chimiokines. Les récepteurs sont exprimés à la surface de différentes cellules,

ce qui contribue à une migration sélective de celles-ci et à une certaine spécificité des tissus

(Mackay, 2001). L’expression de ces récepteurs peut servir de marqueur de maturation et

de différenciation pour les leucocytes. Tout d’abord, lorsque les monocytes et les cellules

dendritiques immatures migrent des vaisseaux sanguins vers les tissus, elles expriment des

récepteurs inflammatoires (CCR1, CCR2, CCR5, CXCR2) (Kunkel, 2002; Marquez, 2001;

Murdoch and Finn, 2000a). Une fois un antigène rencontré et que le processus de

maturation des cellules dendritiques a commencé, les récepteurs sont régulés à la baisse et

remplacés par le CCR7 qui leur permet de s’accumuler à proximité des LT des nodules

lymphatiques. À contrario, les LI matures perdent leur CCR7 afm de quitter les nodules et

de se rendre au site d’infection (Marquez, 2001; Stem and Nombela-Anieta, 2005). Un

autre exemple concerne les LTh1 et les LTh2 qui expriment à leur surface différents

récepteurs de chimiokines. Cette dichotomie au niveau des récepteurs permet à ces cellules

une localisation différente ainsi qu’une réponse à des stimuli distincts. Le récepteur du

CCL1 1, le CCR3, est exprimé sur les LTh2 et est régulé par l’1L4 (Aimunziato et al., 1999;

Sallusto et al., 1997). D’autres cellules participant aux réponses allergiques ou anti-

parasitaires, comme les éosinophiles, les basophiles, les mastocytes, expriment également

le CCR3. Le CCR4 et le CCR$ sont aussi préférentiellement exprimés sur les LTh2. À

l’opposé, certains récepteurs, comme CCR5 et CXCR3, ont une expression plus marquée

au niveau des LTh 1. L’expression préférentielle de différents récepteurs de chimiokines

souligne le fait que les LI ont l’habileté de cibler un territoire spécifique en réponse à des

chimiokines distinctes (Mackay, 2001; Marquez, 2001; Stem and Nombela-Arrieta, 2005).
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Figure 7: Représentation schématique du récepteur de chimiokine
CXCR1 (Murdoch and Finn, 2000b).

La partie N-terminale est extracellulaire et la partie C-terminale est intracellulaire.

2.1.3 Migration cellulaire

Le chimiotactisme définit le mouvement non-aléatoire mais directionnel de cellules à partir

d’une faible concentration d’attracteur vers une concentration plus élevée et est une

fonction commune à toutes les chirniokines (Gangur et al., 2002; Laing and Secombes,

2004). Les chimiokines produites durant une réaction inflammatoire, forment un gradient

décroissant d’intensité, la plus haute concentration étant située ati foyer inflammatoire.

Toutes les chimiokines connues à ce jour se lient au moins à deux structures de la surface

cellulaire: le côté N-terminal de la chimiokine, aux récepteurs trans-membranaires et, le

côté C-terminal aux glycoaminoglycans (GAG) par un site de liaison distinct (McFadden

and Kelvin, 1997). Les GAG sont des chaînes polysacchariques linéaires sulfatées se

trouvant au niveau des matrices extracellulaires et à la surface de nombreuses cellules

(McFadden and Kelvin, 1997). Cette liaison aux GAG de l’endothélium vasculaire et de la

matrice extracellulaire facilite ainsi la présentation des chimiokines localement synthétisées

sous la forme d’un gradient à leurs récepteurs pour diriger le chimiotactisme des leucocytes

(Jolmson et al., 2005).

INTRACELLULAF
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2.1.4 Signalisation des récepteurs des chimiokines

Lors de sa liaison à son récepteur, la chimiokine initie un changement confonnationnel qui

mène à la dissociation de la protéine G associée en sous-unités Œ et y (revue dans s Hamm,

199$; Stantchev and Broder, 2001) (Fig.$). Ces sous-unités activent différentes enzymes

effectrices comme des phospholipases, lesquelles induisent la production d’inositol

phosphatase et l’augmentation intracellulaire de Ca, et les protéines kinases (New and

Wong, 2003; Pierce et al., 2002). L’activation de cette signalisation intracellulaire aboutit à

différentes fonctions telles, l’initiation du chimiotactisme, de la phagocytose, de

l’expression de molécules d’adhésion. D’autres voies de signalisation sont déclenchées

après l’activation du récepteur (Hermans, 2003; Murdoch and Finn, 2000a). Parmi celles

ci, il y a l’activation de NF-KB par l’activation de la protéine kinase C médiée par la sous-

unité GŒ. La voie des «Mitogen-Activated-Protein-Kinases» (MAPK) est également

impliquée dans la signalisation des chimiokines. Il y a trois sous-types de MAPK, les

« extracellular signal-regulated kinases» (ERK) d’ordinaire associées à la prolifération et

au développement cellulaire alors que les «c-Jun Nf12-terminal kinases» (JNK) et la p38-

MKK sont activées en réponse aux stress cellulaire (inflammation, apoptose) ($tantchev

and Broder, 2001). Les ERK et la p38, mais pas les JNK, sont impliquées dans le

chimiotactisme des éosinophiles par l’activation de CCR3. En effet, un des substrats de

ERK est la calmoduline, une protéine qui lie l’actine qui est une protéine du cytosquelette

impliquée dans la migration. Quant à la p38, elle joue un rôle dans la régulation du

cytosquelette en modulant la polymérisation de l’actine (Kampen et al., 2000). Ces divers

événements sont reliés à la locomotion et à la direction de la migration des éosinophiles. Il

a été rapporté également que l’ILS active les MAPK chez les éosinophiles (Pazdrak et al.,

1995). Une voie alterne implique l’activation des petites GiPases telles que Rho et ROCK

(Adachi et aL, 2001; Shih, 2002). Ces complexes sont nécessaires pour les réarrangements

du cytosquelette des cellules lors du chimiotactisme. En fait, l’éotaxine induit un influx de

Ca suite à sa liaison à son récepteur CCR3. Cet apport active la kinase de la chaîne L de

la myosine par le complexe «Rho-ROCK caïcium-calmodulin» qui mène à un

réarrangement de l’actine et du cytosquelette (Adachi et aL, 2001).
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Figure 8 Modèle d’activation de récepteurs de chimïokine CCR3 et
transduction du signal au niveau de t’éosinophile.

L’éotaxine stimule la relâche du ca!cmm intracJlula , la production d’oxygène et le changement dans la
pol\mérisation de ‘aciine. Rho est une protéine G qui active ROCK, une protéiie kinase régulant la
fonnation des fibres d’actine qui sont requises pour le chimiotactisme de l’éosinophile. La voie des MAP
kinase est aussi impliquée dans le chimiotactisme.

2.2 Régulation des chïmiokines par les métalloprotéinases

Plusieurs données suggèrent que les métalloprotéinases matricielles (MMP) peuvent

réguler la liaison chimiokine/récepteur.

Les MMP constituent une famille de plus de 25 endopeptidases sécrétées ou membranaires,

dont l’activité est dépendante du zinc, qui clivent de nombreux substrats matriciels

extracellulaires (Brinckerhoff and Matrisian, 2002). Malgré une certaine spécificité de

substrat, les spectres protéolytiques des différentes MMP sont assez larges et se recouvrent,

ce qui permet la dégradation de l’ensemble des composants de la matrice extracellulaire et
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de la membrane basale tels l’élastine, le collagène, les protéoglycans, la laminine et la

fibronectine (Ohbayashi, 2002) (Tableau 2).

Désignation Nom commun
MMP1 Collagénase 1
MMP2 Gélatinase 2
MMP3 Stromelysine 1
MI’’W7 Matmylisine 1
MMP$ Collagénase 2
MMP9 Gélatinase B

MMPIO Stromélysine 2
MMPI I Stromélysine 3
MMP12 Métallo-élastase
MMPI3 Collagénase 3
MMP14 Métalloprotéinase de type membranaire : MTI -MMP
MMP15 Métalloprotéinase de type membranaire MT2-MMP
MMPI6 Métalloprotéinase de type membranaire t M13-MMP
MMP17 Métalloprotéinase de type membranaire t MT4-MMP
MM?1S Collagénase 4
MMP19 RASI 1
MMP2O Enamelysine
MMP22 CMMP
MMP24 Métalloprotéinase de type membranaire t MT5-MMP
MMP25 Métalloprotéinase de type membranaire t MT6-MMP
MMP26 Matrylisine 2
MMP2$ Epilysine

Tableau 2 Classification des MMP. Les MMP sont groupées en six classes en fonction de leur
structure. Chaque MM? est dénommée par un numéro ou

par un nom descriptif en rapport avec ces différentes classes.

Actuellement, des études s’orientent vers la recherche de substrats non matriciels pour les

MMP dont le clivage peut avoir des effets très spécifiques dans la physiologie des cellules

et des organes. Il est connu maintenant que les MMP fractionnent des molécules de surface

ainsi que d’autres protéines péri-cellulaires non-matricielles (revue dans : Baker et al.,

2002; Brinckerhoff and Matrisian, 2002; Egeblad and Werb, 2002; Yong et al., 2001) ce

qui implique un rôle pour les MMP dans la régulation du comportement cellulaire. Les

MMP influencent divers processus physiologiques et pathologiques à savoir, différents

aspects du développement embryonnaire, la morphogenèse tissulaire et la réparation

tissulaire. La régulation de l’activité des MIvIP est contrôlée par des inhibiteurs spécifiques

dont l’Œ-2-macroglobuline, une protéine plasmatique produite par les hépatocytes ainsi que

par les macrophages (Cho et al., 2004; Yong et al., 2001) et par des inhibiteurs endogènes,

les «tissue inhibitors of metalloprotease» (TIMP) (Baker et al., 2002; Mautino et al.,

1999). Une rupture de l’équilibre protéase-inhibiteur peut être impliquée dans la

pathophysiologie de nombreuses maladies touchant divers aspects comme le cancer
























































































































































































