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RESUME

Effets de I’hypoxie dans la production des cytokines par le neutrophile humain

Par Rim Bouchelaghem, MD, Département de pédiatrie, Service d’immunologie
Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I’obtention
du diplédme de maitre &s sciences (M.Sc.) en immunologie, Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

La production de cytokines et chimiokines par les polymorphonucléaires (PMN) est une
fonction importante dans la réponse inflammatoire. La phagocytose et la migration, ainsi que
d’autres fonctions des PMN changent en milieu hypoxique. Il est bien connu que la régulation
par I’hypoxie dépend principalement de P’activation du facteur de transcription HIF,
cependant, I’effet de I’hypoxie sur la production des cytokines n’est pas encore établi. Notre
hypothése est que I’hypoxie change le profil de production des cytokines et chimiokines dans
les neutrophiles humains en réponse aux agonistes en impliquant HIF.

Dans ce travail, nous avons tout d’abord démontré que les PMN expriment constitutivement
HIF-2a et HIF-3a. De plus, les agonistes G-CSF, GM-CSF, TNFa ou LPS augmentent
I’'expression de HIF-1a en hypoxie. D’autre part, nous avons démontré que I’hypoxie seule
induit la sécrétion de TNFa et MIP-3a et modifie les niveaux des MIP-1o/1f3, IL-8 et MIP-3a
produites en réponse au GM-CSF, LPS et PGN. Ceci suggere que I’hypoxie oriente la
production des cytokines dans les PMN de fagon dépendante du stimulus et témoigne d’une
mobilisation des voies de signalisation et des facteurs de transcription différente de celle
connue en normoxie. Par la suite, nous avons étudié les mécanismes qui pourraient étre a
I’origine de ces modifications tels que la voie des MAPK p42/p44, STAT3, ERK, JNK et
C/EBP-B. D’autre part, nous avons montré que la production inédite d’IL-8 par G-CSF en
hypoxie dépend de STAT3 et p38 et que cette production met en jeu I’action autocrine des
cytokines endogénes IL-18, IL-1ra et TNFa. De plus, I'utilisation d’une lignée cellulaire
PLB-985 différenciée en PMN portant une mutation sur les sites consensus du NF-«B ou HIF,
nous a permis de démontrer que non seulement [’hypoxie seule ou associ€ au G-CSF, GM-
CSF, TNFa ou au LPS régule I'activité de ce promoteur, mais le HIF régule aussi cette
activité en normoxie.

Finalement, les travaux présentés dans ce mémoire démontrent que [’hypoxie modifie
I’expression et la production des cytokines par les neutrophiles humains de facon différente
de la normoxie. Si le rble crucial des neutrophiles dans I’inflammation physiologique et
pathologique basé sur leur production des cytokines a été largement documenté en normoxie,
il est primordial de réaliser des études pour approfondir ce role en considérant I’effet de
I’hypoxie.

Mots clés : Neutrophile humain, hypoxie, facteur de transcription HIF, chimiokine,
inflammation.
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1. INTRODUCTION
1.1.Le neutrophile humain

1.1.1. Origine du neutrophile

Les neutrophiles représentent 50% a 70% de 1’ensemble des leucocytes. Ils sont dérivés de
précurseurs myéloides communs qui se différencient dans la moelle osseuse (MQO) sous
I’action de facteurs hématopoiétiques (G-CSF et GM-CSF) et de cascades d’activation de
facteurs de transcription, dont les principaux sont STAT3, C/EBP et PU.1 (Friedman, 2002;
Zhang et al., 2010b). Les précurseurs suivent plusieurs stades de différenciation pour
aboutir au bout de 10-14 jours a un neutrophile mature. On définit successivement ces
stades en stade de my¢loblaste, promyélocyte, myélocyte, cellule polysegmentaire, cellule
non segmentée et enfin le stade de la cellule segmentée mature. A cette derniére étape, le
neutrophile mesure 12-15 um de diametre. 1l se distingue par deux caractéristiques
morphologiques, soit la condensation nucléaire, donnant au noyau une forme polylobée (2 a
5 lobes) qui est due a la dissociation de la chromatine par des filaments d’hétérochromatine,
et la granulosité, due a la présence de nombreux granules dans le cytoplasme qui
apparaissent successivement au cours de la maturation du précurseur granulocytaire a partir
du stade myéloblaste. Cette granulosité est également un indicateur de la différenciation des
progéniteurs en neutrophile mature dans la MO et sont donc un marqueur de la
granulopoi¢se. Un aspect particulier aux neutrophiles des personnes de sexe féminin est la
présence du chromosome X inactif sous forme d’un appendice filamentaire associé au

noyau (Sanchez et al., 1997).



1.1.2. Le neutrophile en circulation

Les neutrophiles matures de la MO peuvent y résider durant S jours formant ainsi la réserve
 médullaire. Seul un petit nombre accéde a la circulation sanguine, tandis que leur
mobilisation augmente cc nombre jusqu’a 10 fois. Chez la souris, le pourcentage des
neutrophiles matures circulants a été estimé a 1-2% du nombre total des cellules matures
présentes dans la MO (Day et al., 2011). En effet, le stroma dans lequel se trouvent les
neutrophiles a P'intérieur de la MO est riche en “stromal cell derived factor 1a” (SDF-1a).
Cette chimiokine favorise la rétention de cellules matures par I’intermédiaire du récepteur
CXCR4. Dans un contexte inflammatoire, ces neutrophiles constituent des réserves qui
seront rapidement relachées dans la circulation sanguine en réponse a un signal
chimiotactique. Une fois dans le compartiment sanguin, une partie des neutrophiles circule
au sens propre du terme : ceci représente 49% des neutrophiles, et ¢’est la seule fraction qui
peut étre isolée directement lors de prélévements sanguins (Summers ef al., 2010). Le 51%
restant se trouve accolé aux cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, et représente le
groupe marginal. Ces PMN traversent les lits capillaires des tissus et sont rapidement
mobilisables lors de I'inflammation aigué (Summers e al., 2010). Le nombre des cellules
marginales est influencé par des conditions physiologiques ou pathologiques comme le
stress, I’exercice physique et |’inflammation, qui délimitent le temps de passage des
neutrophiles a travers les capillaires. Ce temps de passage différe selon les organes
(Summers et al., 2010). L’excés de margination des neutrophiles et le défaut de leur
margination induisent respectivement une neutropénie ou une leucocytose. Les neutrophiles
sénescents sont ¢liminés dans trois organes, le foie, la rate et la MO, ou ils entament
I’apoptose et sont la cible d’une phagocytose par les macrophages stromaux (Furze et al.,

2008).

1.1.3. Activation du neutrophile

En réponse a des signaux d’activation, les neutrophiles interagissent avec les cellules

endothéliales tapissant la paroi vasculaire enflammée, ce qui constitue un événement



primordial dans la migration et ’extravasation des PMNs (Goldsby et al, 2001). Les
cellules endothéliales et les neutrophiles modifient ’expression, la fonction et la
distribution de leurs molécules d’adhésion dont les principaux types sont les sélectines, les
intégrines et la famille des immunoglobulines. En premier lieu, les PMNs sont capturés par
les cellules de 'endothélium et y adherent faiblement. Cette adhésion précoce et faible peut
- étre rompue par le flux sanguin et se répéte de facon a ce que les neutrophiles roulent le
long de I’endothélium (Schmidt et /., 2011). Des molécules d’adhésion de faible affinité
réalisent ces interactions réversibles, s’agissant des E- et P-sélectines (exprimées sur les
cellules endothéliales) et L-sélectines (exprimées sur les neutrophiles) (Lew, 1998 ; Yuan et
al., 2012). Les ligands des sélectines sont les mucines (Rosen ct Bertozzi, 1994). CD34 ct
la «glycosylation-dependent cell adhesion molecule » (GlyCAM)-1 présents sur
I’endothélium sont les ligands des L-sélectines. Le « P-selectin glycoprotein ligand »
(PSGL)-1 et lc CD44 présents sur Ics ncutrophiles sont les ligands des E- ct P-sélectines
(Tu et al., 1996 ; Katayama et al., 2005). La liaison des sélectines et leurs ligands peut
également entrainer la libération de calcium intracellulaire, la production de superoxyde et
la production de cytokines chez les neutrophiles (Laudanna er al., 1994). L’adhésion ferme
entre les necutrophiles et les cellules endothéliales nécessite la formation d’interactions
solides a leurs surfaces par I'expression des molécules d’adhésion de forte affinité. D’unc
part, P’activation de I’endothélium augmente I’expression des molécules appartenant a la
superfamille des immunoglobulines, dont ICAM-1 (« intercellular adhesion molecule ») et
PECAM (« platelet-endothelial cell adhesion molecule ») (Schmidt er a/., 2011). D autre
part, ’activation des ncutrophiles induit P’activation des intégrines. En cffet, les intégrines
exprimées constitutivement par les PMN sont sous une forme inactive et leur activation
favorise un changement de conformation et de localisation potentialisant ainsi la liaison
efficace a leurs ligands (Zarbock et al., 2011 ; Pick et al, 2013). Les intégrines B2 (telles
quc « lymphocyte function-associated antigen » (LFA)-1 ¢t CD11d/CD18) reconnaissent
les ligands des cellules endothéliales (Lefort ef al., 2012) tandis que les intégrines 1, B3 et
B7 reconnaissent des composantes de la matrice extracellulaire (Lindbom et Werr, 2002).
Les intégrines interagissent avec ICAM, VCAM et PECAM (Schmidt et al., 2011). Les
PMNss sont activés par les médiateurs pro-inflammatoires sécrétés localement, tels que les

protéines du complément, les cytokines (TNFa, IL-1B), les chimiokines (IL-8, Gro-a), les



médiateurs lipidiques (PAF, LTB4), les particules (les microcristaux d’urate monosodique,
ou de calcium pyrophosphate déshydraté) ou les produits des agents pathogenes (fMLP,
LPS), les microbes opsonisés a I'lgG (levures, bactéries, champignons, virus), les enzymes
protéolytiques, les composantes allergiques (éotaxine, 1-309) (Scapini et al., 2000 ; Amulic
et al., 2011a). Les chimiokines sont fixées sur les glycosaminoglycanes (telles que les
héparanes sulfates) des surfaces endothéliales ou elles s’exposent aux récepteurs des
chimiokines des neutrophiles roulant sur I’endothélium aboutissant a leur arrét (Tanino et

al., 2010 ; Gangavarapu et al., 2012).

1.1.4. Fonctions du neutrophile

1.1.4.1. Migration transendothéliale et transtissulaire

Les neutrophiles doivent traverser 1’endothélium et par la suite progresser dans le tissu en
se dirigeant vers le lieu de I’agression. La migration transendothéhale (ou diapédese)
s’effectue dans la majorité des cas en se faufilant & travers les jonctions de cellules
endothéliales. Un autre moyen de cette migration implique la transcytose a travers les
cellules endothéliales (Marmon er al., 2009 ; Borregaard, 2010). Cette étape nécessite
I"interaction des PMN avec les protéines jonctionnelles, telles que PECAM-1, CD99, les
« junctional adhesion molecules » (JAMs), les « vascular-endothelial » (VE)-cadhérines,
les PB-caténines, les occludines et les claudines (Zahler er al.,, 2003 ; Zcmans, 2009 ;
Woodfin er al., 2009). Au dela de I’endothélium, la traversée de la membrane basale
implique les enzymes gélatinase et métalloprotéinases-9 (MMP-9). Ces enzymes sont
libérées par exocytose a partir des granules a gélatinase et permettent la dégradation du
collagénc IV dec la membranc basale (Reichel et al., 2008). Unc fois dans le tissu, les PMN
migrent par chimiotaxie en interagissant avec les molécules de la matrice extracellulaire
(MECQ), telles que le collagéne, I’élastine et GAG favorisant leur adhésion au tissu (Couture

et al., 2009).



1.1.4.2. Chimiotaxie

Les neutrophiles activés expriment des récepteurs de chimioattractants a leur surface et se
déplacent dans le sens du gradient de chimioattractants par chimiotaxie. Les
chimioattractants sont des molécules produites in situ par les cellules affectées au cours du
processus inflammatoire, les leucocytes recrutés ainsi que certains produits bactériens. 11
peux s’agir des composants du complément (C5a), peptides bactériens (formyl-méthyl-
leucyl-phénylalanine; fMLP), chimiokines (IL-8) ou de médiateurs lipidiques (LTBa)
(Cicchetti ef al., 2002 ; Williams et al., 2011). Cependant, I’action simultanée des différents
chimioattractants dans un site inflammatoire ct la combinaison des récepteurs présents sur
les surfaces cellulaires des PMN conduisent ces derniers a un lieu précis. Les neutrophiles
transmigrants se déplacent en mouvements cycliques dans lesquels ils étendent le
pseudopode a I’avant et rétractent leur partie arriére (Bodin ef al., 2005 ; Gane et al., 2011).
Cet événement implique des réorganisations du cytosquelette (Cicchetti et al., 2002 ;

Steinmann et al., 2013).

1.1.4.3. Phagocytose

Au nivcau du tissu 1ésé, le ncutrophile ¢limine 1'agent pathogenc ou les particules
étrangéres par I'intermédiaire du contenu des granules. Ce contenu peut étre mis en contact
directement avec I’agent pathogene a I'extérieur de la cellule ou bien dans une structure
intracytoplasmique appelée le phagosome réalisant la phagocytose. La phagocytose inclut
trois étapes. 1) L’adhésion de la particule avec la membrane cytoplasmique du ncutrophile
implique les récepteurs de reconnaissance, les PRR (Pattern recognition receptor) (Thomas
et Schroder, 2013). Les PRRs sont présents a la surface des neutrophiles, dans les
endosomes et dans le cytosol et se lient & des motifs moléculaires conservés au cours de
I’évolution des microorganismes : les PAMPs (Pathogen-associated molccular pattern)
(Thomas et Schroder, 2013). Leur haison avec les PAMPs déclenche plusieurs fonctions
chez les neutrophiles, y compris la bactéricidie, la production des cytokines, la migration et
I'apoptose (Thomas et Schroder, 2013). Les neutrophiles expriment également des

récepteurs impliqués dans P'opsonisation. Cette demniére cst un phénomene qui facilite ct



augmente I’efficacité de 1'adhésion par la reconnaissance des opsonines (particuliérement,
les immunoglobulines et les protéines du complément dérivées de C3). Les PMN expriment
constitutivement des récepteurs Fc de faible affinité, CD32a (FcyRlla, récepteur d’IgG),
CD16b (FcRylllb, réceptcur d’lgG), CD89 (FcaR, récepteur d'IgA) et CD23 (FceRl,
récepteur d’IgE), tandis que l'expression du récepteur de haute affinité¢ CD64 (FcyRI) est
inductible par I’interféron-y (IFNy) produit par d’autres cellules immunitaires (Mantovani,
1975 ; Fleit et al., 1989 ; Albrechtsen et a/, 1988 ; Gounni et al, 2001). Les protéines
dérivées du comﬁlément sont également des opsonines qui se lient aux récepteurs CRI1
(CD35), CR3 (CD11b/CD18) ou CR4 (CD11c/CD18) (Rabellino et al., 1978 ; Ross et al.,
1978 ; Dana ct al., 1984 ; Hickstein ct al., 1987 ; Myoncs ct al., 1988). 2) L'ingestion des
petites particules ne nécessite pas de réarrangement membranaire. Les plus grosses
particules nécessitent la formation d’un ou de plusieurs pseudopodes. Ces demniers sont
formés par ’apparition d'une invagination de la membrane cytoplasmique des neutrophiles
suivic de son extension sclon un mécanisme dépendant de I'actine (Dale et al., 2008). Le
pseudopode englobe la bactérie ou la particule entrainant son internalisation qui aboutit a la
formation d’un phagosome. Le phagosome en interagissant avec les différents
compartiments d’endocytose, soient les endosomes précoces, les endosomes tardifs et enfin
les lysosomes, subit une maturation, ce qui aboutit & la diminution de son pH ct
I’augmentation de son contenu en enzymes lytiques (telles que LIMPII et Lamps) ainsi
qu’en NADPH oxidase (pour Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate; Nox) (Lee ef
al., 2003 ; Nordenfelt et Tapper, 2011). La fusion du phagosome avec les lysosomes crée le
phagolysosome (Vieira et al., 2002). A ce niveau, la particule internalisée se trouve en
contact des protéases lysosomales et finit par étre digérée. 3) la digestion des particules
ingérées survenant au sein du phagolysosome mature mene généralement a la destruction
terminale des agents pathogénes. Elle est achevée par le rétablissement du pH intraluminal

et I’élimination des fragments (Lee er al.,, 2003 ; Nordenfelt et Tapper, 2011).



1.1.4.4. Dégranulation

Le cytoplasme du neutrophile comporte quatre types de granules classés en fonction de leur
chronologie d’apparition, leur taille, leur morphologie et leur contenu. On distingue
d’abord les granules primaires ou azurophiles, qui sont lcs premicrs a apparaitre, a partir dc
I’étape promyélocytaire. Ils conticnnent principalement des molécules bactéricides, dont
des enzymes protéolytiques et des peptides. Leur contenu est trés riche en myéloperoxydase
(MPO) et en protéases comme la cathepsine G, I’élastase ainsi que les défensines et le
lysozyme. Les granules spécifiques apparaissent au stade myélocytaire. Ils sont caractérisés
par I'absence de peroxydase et par la présence de lactoferrine, qui en séquestrant le fer et le
cuivre, devient antimicrobienne. De plus, on y trouve le lysozyme et la gélatinase. Cette
derniére enzyme catalyse le clivage du collagéne de la MEC, ce qui favorise la migration
du neutrophile vers le site de l'infection. On note également la présence de nombreux
constituants de récepteurs membranaires inactifs impliqués dans 1'adhérence et 'activation
du neutrophile (intégrines, récepteur au fMLF, etc.). Les granules tertiaires apparaissent au
stade du métamy¢élocyte. lls regroupent des enzymes lytiques telles que la gélatinase. Enfin,
les vésicules sécrétoires apparaissant en toute fin de maturation sont riches en récepteurs
membranaires. Leur contenu cst impliqué dans Ic chimiotactisme et 1’adhérence du
neutrophile aux intégrines et au récepteur au fMLF. Un point commun aux granules
spécifiques et tertiaires ainsi qu’aux vésicules sécrétoires consiste en un contenu
extrémement riche en cytochrome 5558, la sous-unité catalytique de la Nox. L activation
du ncutrophile impliquc la libération du contenu de certains granules ou dégranulation
(Lacy et Eitzen, 2008). L’ hiérarchie de la mobilisation des granules dépend du stimulus
activateur des neutrophiles (Faurschou et Borregaard, 2003). De plus, le potentiel
d’exocytose est plus important pour les vésicules sécrétoires, suivies des granules
sccondaires, tertiaires et enfin primaires (Faurschou ct Borregaard, 2003). Par exemple, la
migration des neutrophiles in vivo mobilise les vésicules sécrétoires lors du contact des
PMN avec I'endothélium, suivies des tertiaires, lors de la transmigration, et des secondaires
et des primaires au niveau du site inflammatoire (Sengelov ef al., 1993 ; Borregaard et
Cowland, 1997 ; Faurschou ¢t Borregaard, 2003). Les granules mobilisés fusionnent avec le

phagosome ou la membrane cytoplasmique des neutrophiles. Dans ce demier cas, le



mécanisme est appelé exocylose (Tapper et al., 2002; Lacy, 2006). D’abord, les granules
sont recrutés par les microtubules et le cytosquelette d’actine vers la membrane cible. Par la
suite, les membranes (des granules et du phagosome. ou la membrane cytoplasmique)
entrent en contact et fusionnent au niveau d’un pore qui augmente en taille jusqu’a
permettre de libérer le contenu dans I’espace extracellulaire ou le phagosome (Lacy et
Eitzen, 2008). L’exocytose de protéases (cathepsines, élastase, ...) permet Dattraction
d’autres phagocytes au site enflammé et le clivage des molécules impliquées dans
I'inflammation (Borregaard ez al., 2001 ; Soehnlein er al., 2009). Notons par exemple le
role réalisé des enzymes protéinase 3, élastase et cathepsine G, qui clivent des intégrines,
chimiokines et cytokines ainsi que plusieurs récepteurs (Meyer-loffert er al., 2010). La
fusion des granules spécifiques a la membrane cytoplasmique augmente le potentiel
phagocytaire des neutrophiles en localisant le récepteur CR3 a ce niveau. La fusion des
granules azurophiles et spécifiques avec le phagosome crée un environnement propice pour

la bactéricidie (Borregaard et Cowland, 1997).

1.1.4.5. Formation des espéces réactives oxygénées (ROS)

Communément appelée I'explosion respiratoire, cette activité met en jeu I’enzyme Nox. Ce
complexe multiprotéique est composé d’une protéine membranaire, le flavocytochrome
h558 (Rotrosen et al., 1992), de protéines cytosoliques pd77", p677"* et p40/"™ (phox
pour « phagocyte oxidase ») et de petites protéines G, soient Racl/2 et Rapl A (Kwong et
al., 1993). Dans les neutrophiles au repos, ces éléments sont dissociés (Lapouge et al.,
2002), tandis que lors de ’activation, les différentes protéines cytosoliques transloquent a
la membrane cytoplasmique ou elles s’associent, ce qui enclenche I’activation de Nox
(Babior er al., 2002). La Nox activée catalyse le transfert d’électrons depuis une molécule
de NADPH vers une molécule d’O,, ce qui produit I’anion superoxyde (O-+). Les autres
formes des ROS sont obtenues a la suite de la conversion de I'anion Os-+. Ainsi, le
peroxyde d’hydrogene (I1,0.) provient de la dismutation spontanée de I’anion O,-¢ ou
d’une catalyse rcalisée par la superoxyde dismutase (SOD). De plus, le H>O; est transformé
par I'action de la MPO d’origine granulaire, en ion hypochlorite OCl-, qui est un oxydant

trés puissant. Il peut aussi étre réduit en radical hydroxyl (OHe¢) dont la réactivité est



extréme. Les chloramines sont des formes dérivées trés toxiques de la réaction de I'acide
hypochloreux (HOCI) avec des amines. Un dernier composant des ROS est 1'oxygéne
singulet obtenu par I’association de 11,0, et OCI'. Cette forme déclenche la peroxydation
des lipides membranaires. En plus de leur fonction microbicide, les ROS peuvent étre
impliquées dans plusieurs événements de la réponse immunitaire. En effet, les ROS
modulent la fonction d’une variété de molécules cibles impliquées dans la signalisation
chez les neutrophiles, comme des récepteurs membranaires, des kinases, des phosphatases
et des canaux ioniques (Fialkow er al., 2007). Par exemple, les ROS permettent d’activer
certaines molécules présentes sous la forme de précurseurs qui doivent subir une protéolyse
afin d’acquérir leurs propriétés inflammatoires. En général, il s’agit de ’oxydation d’acides
aminés qui méne au clivage enzymatique (Valko er al., 2007). La production des ROS
représente un des signes d’appel de la résolution de I'inflammation qui amorce
I’élimination des neutrophiles par les macrophages (Bratton er al., 2011). La majorité des
ROS traverse les membranes, ce qui leur permet d’exercer un pouvoir bactéricide sur les
microorganismes a tropisme extracellulaire. Toutefois, au-deld de cette propriété
bactéricide, les ROS réagissent également avec les cellules de ’héte. Ceci peut déclencher
un processus pathologique, tel que la nécrose microbienne, les collagénoses, les
glomérulonéphrites et I'arthrite rhumatoide (AR) (Chiurchiu et a/., 2011). Par conséquent,
la production des ROS nécessite une régulation rigoureuse. Un défaut génétique de
fonctionnement de Nox résulte en un syndrome d’immunodéficience grave, la
granulomatose septique chronique (Chronic Granulomatous Disease, CGD), qui est
caractérisée par des infections microbiennes a répétition associées a une inflammation

touchant plusieurs organes (1lolland, 2010).

1.1.4.6. Formation des NETs (« neutrophil extracellular traps »)

Les NETs résultent de la libération du contenu nucléique des neutrophiles dans le milieu
extraccllulaire. 1l s’agit de chromatine décondensée associée a des composantes granulaires
(des sérine-protéases) et des protéines cytoplasmiques formant un réseau compact et

fibreux auquel adhére ’agent pathogeéne (Kumar ef al., 2010). L’ADN provient de la
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mitochondrie et du noyau (Amulic ef al., 2011b). L’interaction entre les NETs et les
microorganismes comme les bactéries, les champignons et les parasites, permet leur
emprisonnement pour limiter leur diffusion (Papayannopoulos et Zychlinsky, 2009). De
plus, I’incorporation d’enzymes protéolytiques et molécules bactéricides concentrées dans
les NETs est favorable pour la bactéricide (Papayannopoulos et Zychlinsky, 2009). Par
ailleurs, les NETs constituent un signal de résolution de I'inflammation et constituent une
forme particuliére de mort cellulaire du neutrophile ne conduisant ni a ’apoptose ni a la

nécrose (Bratton et Henson, 2011; Mantovani et al., 2011).

1.1.4.7. Formation de médiateurs inflammatoires lipidiques

Les neutrophiles produisent des médiateurs lipidiques dérivés des phospholipides
membranaires, qui comprennent les métabolites de 1'acide arachidonique (AA) et le facteur
d’activation plaquettaire (Platelet activating factor; PAF). Ces médiateurs sont en majorité
des molécules proinflammatoires trés efficaces qui agissent rapidement (Serhan et al.,
2008). L’AA est produit par I’action de la phospholipase A2 sur les phospholipides
membranaires. Par la suite, il est catabolisé en plusieurs métabolites intermédiaires et
terminaux. Une caractéristique importante de ces métabolites consiste en des effets variés
qui peuvent étre antagonistes au cours de I'inflammation. Deux principales voies prennent
en charge leur production, soit la voie de la cyclo-oxygénase COX-2, qui génére le
thromboxane A2, la prostacycline et les prostaglandines PGD2, PGE2, PGF2 (St-Onge et
al., 2007), et la voie de la S-lipo-oxygénase, qui produit les leucotrienes (LT), des
médiateurs a action variable, vasoconstrictrice ou bronchoconstrictrice, et qui augmentent
la perméabilité vasculaire (tel que induit par les leucotriénes C4, D4 et E4) (Wenzel, 1997).
Le LTB4 agit principalement sur les neutrophiles et n’exerce pas d’effets sur le muscle
lisse bronchique. Il stimule la diapédeése des neutrophiles aussi bien qu’il provoque
I’augmentation de la perméabilité vasculaire et I’installation de 'cedéme (Afonso ef al.,
2012; Sadik et Luster, 2012). Dans certaines conditions, Le LTB4 induit également une
libération de ROS par les neutrophiles (Larfars er al., 1999). Son action sur les éosinophiles

est conditionnée par leur activation dépendante de I’'IL-5 (Coéffier er al., 1994). Le PAF est
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synthétisé sous I’action de la phospholipase A2 et la lysoPAF acétylCoA transférase et il
est responsable de multiples effets proinflammatoires (Snyder et al., 1995). Le PAF active
les plaquettes (Prescott et ul., 1990), augmente ’adhérence leucocytaire a 1’endothélium
(Zimmerman et al., 1990), la dégranulation des neutrophiles (O’Flaherty ez al., 1984), et la
synthése des prostaglandine et leucotrienes (Lin er al., 1982 ; Kawaguchi er Yasuda., 1986).
De plus, le PAF entraine une vasoconstriction (a forte concentration), ou vasodilatation (a
faible concentration) (Juncos ¢t al., 1992). Certains produits issus du catabolisme des PGE2
et PGD2 par la 5-LO et sont impliqués dans la résolution de I’'inflammation, entre autres les

lipoxines, les résolvines et les statines (Serhan er al., 2008).

1.1.4.8. Formation de médiateurs inflammatoires peptidiques

L’activation des neutrophiles en réponse aux stimuli inflammatoires induit I’expression et
la production de médiateurs peptidiques solubles qui conférent aux neutrophiles un réle
important dans les réponses immunitaires innée et adaptative. En effet, les PMN produisent
des cytokines (TNFa, IL-1a/B, 1L-12, TGFB, INFy, 1L-18, IL-1RA, BLys) (Scapini et a/.,
2005 ; Cassatella et al., 2009 ; Fortin ef al., 2009 ; Mantovani et al., 2011), des chimiokines
(IL-8, Groo/B, Mip-1a/f, Mip-3a/B, 1P-10, MIG, I-TAC, ENA-78, etc.) (Scapini et al.,
2003 ; Mantovani ef al., 2011) et le facteur angiogénique VEGF (Gaudry a/., 1997). Les
neutrophiles, par les cytokines qu’ils produisent et qui agissent de concert avec les
médiateurs inflammatoires lipidiques, déclenchent et promeuvent la différenciation, la
maturation et le chimiotactisme des cellules immunitaires. Par exemple, I’'IL-12 et I’'IL-18
induisent la production d’INFy par les lymphocytes T et les cellules NK (Khaled er al.,
2002; Micallef er al., 1997) ce qui contribue a potentialiser leur cytotoxicité. De plus, I'1L-
12 favorise la polarisation des lymphocytes T en Thtl (Gately et al., 1992). BLys et I'INFy
modulent plusieurs fonctions des lymphocytes B, telles que la maturation, la prolifération et

la production des anticorps (Kiefer ef al., 2012; Treml et al., 2009).

Les chimiokines sont divisées selon leur activité en chimiokines constitutives ou

homéostatiques (tel que BLC, BRAK, TECK) responsables du développement du systéme
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immunitaire et du trafic des cellules immunes entre les organes lymphoides, et en
chimiokines inductibles ou inflammatoires sécrétées au niveau du site enflammé et agissant
préférentiellement sur les différentes populations leucocytaires (Borish et al., 2003; Esche
et al., 2005). Les chimiokines se distinguent selon 1’espacement des deux premiers résidus
cystéines en quatre sous-groupes, soient CCL, CXCL, XCL, et CX3CL (Zlotnik et al.,
2012). Dans le cas des neutrophiles, les chimiokines sécrétées sont de nature inflammatoire
(Figure 1). En effet, le neutrophile produit des chimiokines du groupe CXC, dont CXCL-1
(Groa), CXCL-8 (IL-8) et CXCL-5 (ENA-78) caractérisées par la présence d’un triplet
d’acides aminés appelés ELR (acide glutamique, leucine, arginine) et dites ELR CXC.
Celles-ci attirent et activent les neutrophiles (Baggiolini ef al., 1993; Baggiolim ef al.,
1995) en plus d’étre des facteurs angiogéniques puissants (Yoshie, 2005). Les chimiokines
CXCL-10 (IP-10), CXCL-11 (I-TAC) ct. CXCL-9 (MIG) appartiennent également au
groupe CXC, mais sont dites ELR'CXC puisqu’elles ne contiennent pas le triplet ELR.
Celles-ci induisent le recrutement de lymphocytes et de cellules NK et n’ont aucun effet
sur les neutrophiles (Cole et al., 1998; Farber, 1997). Les chimiokines CCL-3 (MIP-1a),
CCL-4 (MIP-1B), CCL-20 (MIP-3a) et CCL-19 (MIP-3B), qui sont des membres du groupe
CC, attirent les monocytes/macrophages (Zlotnik et al., 2006), les é€osinophiles et les

basophiles (Mantovani et al., 2011; Zhang, Y. et al., 2004).

Parmi ces chimiokines, I'IL-8 constitue de loin la mieux caractérisée chez les neutrophiles.
Ceux-ci sont la principale cible et source d’IL-8 (Scapini et al., 2000; Zhang et al., 2002 ;
Kumar ez al., 2010). La production d’IL-8 par les neutrophiles est une réponse stéréotypée
a divers stimuli, entre autres TNFa, 1L-18, fMLP, PAF, LTB4, cristaux d’urate et LPS
(Strieter et al., 1992 ; Cassatella, 1999 ; Fortin er al., 2009). Les neutrophiles expriment
deux récepteurs membranaires d’IL-8, soient les récepteurs CXCRI et CXCR2 (Browning
et al., 2000). L’IL-8 favorise la libération des PMN de la MO vers la circulation et induit
¢galement Mactivation des ncutrophiles et le chimiotactisme. De plus, certaines évidences
laissent supposer que I'IL-8 peut jouer un rdle dans la dégranulation et 1’explosion
oxydative chez les neutrophiles (Amulic e7 al., 2012; Mantovani er al., 2011; Scapini et al.,

2000).
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Figure 1. Chimiokines sécrétées par les neutrophiles et leurs cibles cellulaires.

En réponse a des stimuli inflammatoires, les neutrophiles sécrétent des chimiokines qui
agissent préférentiellement sur des populations de leucocytes. Les principales cibles
cellulaires sont indiquées cn gras. Lcs actions des chimiokines sur les cellules immunitaires
incluent le recrutement, la migration, le chimiotactisme, 'activation, la polarisation ct dans
te cas des lymphocytes T et NK, la cytotoxicité.
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1.1.5. Neutrophile et pathologies

En plus des dysfonctionnements génétiques des neutrophiles a ['origine de désordres
immunitaires, ces cellules sont impliquées dans d’autres pathologies, notamment
I"ischémie, I'inflammation et lc cancer. Dans le cas du cancer, on parle désormais de deux
populations de ncutrophiles associés aux tumeurs (Tumor-associated ncutrophils, TAN), lcs
TAN pro- et antitumoraux (Mantovani, 2009; Murdoch et /., 2008). L’abondance des
foyers tumoraux en TAN est un facteur indicateur du pronostic défavorable de la maladie
(Murdoch et al., 2008). Les TAN promeuvent la tumorigénése par leur capacité de produire
des facteurs angiogéniques (I1L-8, VEGF) (Tazzyman et al., 2009). Ils favorisent les
métastases en modulant la MEC par les MMPs (Murdoch er al., 2008) et induisent la
prolifération des cellules endothéliales via leurs cytokines (TNFa, PAF, et GM-CSF)
(Mantovani et al., 2010). Enfin, I’activation des TAN s’accompagne d’une production des
ROS impliquées dans les dommages a I’ADN a I’origine de la tumorigenése (Sandhu er al.,

2000).

Les neutrophiles sont aussi impliqués dans des maladies inflammatoires, tel que I'arthrite
rhumatoide (AR) de I’adulte et de 1’enfant (Cascao et al., 2010; Lin e al., 2011; Macaubas
et al., 2009), les vascularites (Abdgawad et al., 2012; Hong et al., 2012), la goutte (Martin
et al., 2010; Popa-Nita et al., 2010) et le lupus (Kaplan, 2011; Knight e al., 2012). Les
granulocytes contribuent a ['installation et au maintien du processus inflammatoire au
niveau des organcs atteints. Les études réalisées sur des modeles animaux d’inflammation
aigué ou chronique ont servi a comprendre certains mécanismes qui accentuent le role des
neutrophiles dans la pathologie inflammatoire. D’abord, la prolongation de la survie des
neutrophiles au sein du foyer inflammatoire favorise 1’exposition tissulaire exagérée et
nocive aux agents destructeurs issus directement des neutrophiles (ROS, enzymes). Ces
altérations tissulaires sont observées au cours des bronchectasies, les glomérulonéphrites
post-streptocciques, les ischémies cardiaques, la fibrose kystique post-pneumonique, les
gastrites a Helicobacter pylori, la tuberculose et les hépatites C (Phillipson er al., 2011).
Ensuite, les ncutrophiles qui constituent unc source considérable des facteurs

chimiotactiques (lipidiques et peptidiques), jouent un rdle dans le recrutement continu des
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leucocytes et permettent la persistance des phénoménes inflammatoires. Aussi, les PMN
produisent des facteurs angiogéniques tels que les VEGF et I'IL-8. Ces facteurs sont
impliqués dans 1’angiogenése qui assure 1’apport adéquat en nutriments et en O; aux
cellules. Cependant, ceci implique le remaniement de I'architecture du foyer inflammatoire
et altére 'intégrité des tissus menant a leur destruction. Par exemple, au cours de I’AR,
"infiltration du tissu synovial enflammée par les leucocytes, y compris les neutrophiles, est
associée a une destruction progressive de cartilage articulaire et plus tardivement les os,
entrainant des invalidités fonctionnelles (Pitsillides ez al., 2011). Spécifiquement, dans le
liquide synovial des patients arthritiques, les niveaux de plusieurs cytokines
proinflammatoires, produits en particuliers par les neutrophiles, sont augmentés,
notamment VEGF, IL-1, TNFa, IL-8, IL-12, MIP-3a, SDF-1 et 1L.-6 (Bosco et ul., 2008a;
Bosco et al., 2011; Konisti ¢t al., 2012; Muz et al., 2009). Par conséquent, ’étude des
mécanismes de la production des cytokines et des chimiokines par les neutrophiles
représente une étape primordiale dans la détermination du role de ces cellules dans la

pathologie inflammatoire.

1.2. Régulation de la production des cytokines chez le neutrophile humain

La production des cytokines et chimiokines par les neutrophiles suit une régulation
conjointement génique et post-transcriptionnelle (Hamilton er al., 2010). L activation de la
transcription constitue une étape initiale : elle est déclenchée suite a la liaison d’un ligand a
son récepteur membranaire. Ensuite, une cascade de signalisation intracellulaire conduit a
I’activation de certains facteurs de transcription, et leur liaison a PADN au niveau de
séquences spécifiques présentes dans la région promotrice des génes cibles (Hamilton et
al., 2012). Les produits de la transcription représentés par les transcrits sont également
modulés a 1’étape de la traduction (Briihl e «f., 2003 ; Hamilton er al., 2012). Dans les
neutrophiles, certaines cytokines produites peuvent initialement étre emmagasinées a
I'intérieur de la cellule plutét que d’étre sécrétées : tel est le cas des cytokines BLys,

TRAIL, IL-8, MIP-1a et IL-RA (Scapini et al., 2005; Smith et al., 1998). La sécrétion
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rapide de cette forme stockée survient apres l’activation des neutrophiles, mais les
mécanismes de cette syntheése protéique ainsi que la sécrétion sont encore inconnus

(Mantovani ef ul_, 2011).

Dans notre laboratoire, nos recherches ciblent le contrdle de l'expression des cytokines et
chimiokines chez les granulocytes, et la signalisation en amont de cette réponse. Les
évidences qui en découlent ont permis de décrire plusicurs mécanismes régulateurs tel que
nous discuterons plus bas. Par ailleurs, il faut noter que la condition hypoxique que le
neutrophile ne manque pas de rencontrer au sein des loci inflammatoires n’a pas été
considérée dans ces études. Ainsi, il existe une possibilité que la production des cytokines

et des chimiokines par les neutrophiles soit affectée par I"hypoxie.

1.2.1. Régulation transcriptionnelle des cytokines

Chez les neutrophiles humains, il a été démontré que les facteurs de transcription suivants
sont expriméé, STAT (pour signal transducers and activators of transcription) (Bovolenta et
al., 1996 ; Brizzi et al., 1996), NF-kB (nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in
B cells) (McDonald et al., 1997), C/EBP (CCAAT/Enhancer-binding protein) (Borregaard
et al., 2003 ; Cloutier et al., 2009), AP-1 (Activator protein 1) (Cloutier et a/., 2003b) et
PU.1 (Chen et al., 1995). Par ailleurs, seuls C/EBP et NF-xB jouent un réle direct dans
I’induction des génes des cytokines chez les granulocytes humains (Cloutier et al., 2007;
Ear et al., 2008; Cloutier et al., 2009) tandis que AP-]1 ne joue pas un role dans cette
induction (Cloutier et al., 2003 ; Ear er al., 2008). Particuliérement, les travaux effectués
dans notre laboratoire, sur le modéle cellulaire PLB-985 différencié en neutrophile ont
permis d’étudier la régulation des promoteurs de certains génes de cytokines par les
facteurs de transcription C/EBP et NF-xB (Ear et al., 2008; Cloutier et al., 2009). Ce
modéle a appuyé les résultats obtenus sur des neutrophiles humains primaires. En effet,
devant la limitc des essais de surexpression des génes chez les ncutrophiles primaires a
cause de leur résistance a la transfection, ce modéle a permis  de reproduire plusieurs

phénotypes des cellules primaires, a savoir, Pexpression des marqueurs de surfaces,
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I’acquisition d’une réponse aux stimuli des neutrophiles fMLP et LPS, les profil
d’expression, de production des cytokines et d’activation des facteurs de transcriptions NF-
kB, C/EBP, AP-1 et STAT ainsi que de vérifier les rdles de ces derniers dans la régulation

des geénes de cytokines.

1.2.1.1. Absence de réle de AP-1

Le complexe AP-1 est un facteur transcriptionnel dimérique composé de combinaisons
entre des membres des familles Fos et Jun. Les protéines Jun (c-Jun, JunB, JunD)
homodimérisent ou bicn hétérodimerisent entre clles ou avec les protéines Fos (c-Fos,
FosB, Fra-1, et Fra-2), tandis que ces derniéres ne peuvent former des complexes AP-1
qu'en se liant aux protéines Jun (Karin er al., 1997). Le complexe AP-1 régule la
transcription des génes des cytokines TNFa, 1L-18, IL-1RA et IL-8 en réponse a des stimuli
inflammatoircs chez plusicurs types cellulaires (Smolinska et al., 2011; Wu er al., 2008).
Chez les neutrophiles humains, seules les protéines c-Fos, JunD et de facon minime c¢-Jun
sont exprimées (Cloutier ef al., 2003a). Les niveaux de ces protéines sont généralement
augmentés par différents agonistes dans plusieurs types cellulaires et I’activité d’AP-1 est
régulée par I'activation dc c¢-Jun N-Terminal kinase (JNK). Ces deux événements ne sont
pas produits en réponse aux stimuli inflammatoires (TNFa, LPS ou GM-CSF) chez les
neutrophiles humains. Parallelement, I'inhibition de la kinase JNKI1 n’affecte pas la
sécrétion des cytokines en réponse a ces stimuli (Cloutier er al., 2003a). Ce qui laisse
supposer que la voic JNK1/AP-1 nc¢ scmblc pas jouer un réle dans la production dcs

cytokines chez les granulocytes (Cloutier ef al., 2003a).

1.2.1.2. Implication de NF-kB

NF-kB cst un facteur c¢lé dans le contréle de I'immunité innée ct adaptative. 11 régule la
transcription d’un grand nombre de génes cibles, parmi lesquels les génes des cytokines et

des chimiokines (Brown er al., 2008). La famille NF-kB englobe les membres c-Rel, RelA
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(p65), RelB, NF-kBI (p50/p105) et NF-xB2 (p52/p100) (Oeckinghaus et Ghosh, 2009).
Ces protéines peuvent dimériser grice a leur domaine N-terminal, le RHD ou « Rel
homology domain » (Ghosh, 1999). Le RHD permet également au complexe NF-xB de se
lier a ADN (Ghosh et al., 1998). Au repos, chez la plupart des types cellulaires, le
complexe inactif NF-xB dont I’hétérodimere p50/p65 constitue la forme la plus abondante
est séquestré dans le cytoplasme sous ’action des protéines inhibitrices IkB (IxBa, IxBp et
IkBeg) (Oeckinghaus et Ghosh, 2009). L activation de la voie NF-kB met en jeu le complexe
1kB kinase (IKK). Ce complexe est formée le plus souvent de deux sous-unités catalytiques
(IKKa et IKKP), et d'une sous-unité régulatrice (IKKy). Le complexe IKK activé entraine
la phosphorylation d’IxBa et sa dégradation par le protéasome 268, ce qui libere le dimeére
p50/p65. Ensuite, le complexe NF-xB est transloqué du cytoplasme au noyau ce qui va lui
permettre d'activer la transcription des génes cibles (Ghosh et Karin, 2002). Au repos, chez
les neutrophiles humains primaires ainsi que les PLB-98S "neutrophil-like", les membres de
la famille NF-xB exprimés sont NF-kB1 p50/p105, p65/RelA et c-Rel (Ear et McDonald,
2008; McDonald et al., 1997a). Contrairement a d’autres types cellulaires, ces protéines
sont distribuées entre le cytoplasme et le noyau des neutrophiles ainsi que dans la lignée
PLB-985 différenciée en neutrophiles par le DMSO (McDonald et al., 1997a ; Cloutier et
al., 2005). Aussi, des complexes NF-kB liés a I’ADN ont été détectés au repos dans les
neutrophiles primaires et les PLB-985 "neutrophil-like" (McDonald et a/.. 1997 ; Ear ez al..
2005). Plusieurs stimuli inflammatoires sont a I'origine de I’activation de NF-kB chez les
granulocytes, soient des dérivés viraux et bactériens (LPS, fMLP), le LTB4, des cytokines
(TL-15, IL-18, TNFa, IL-1B) et des particules de phagocytose (cristaux d’urate) (Fortin ef
al., 2009: McDonald et al., 1997a; McDonald er al., 1998a; McDonald er al., 1997b;
McDonald et al., 1998b; Tamassia er al., 2007). L activation d’IKK en réponse au LPS et
TNFa ainsi que la dégradation subséquente d’IkBa se produisent simultanément dans le
cytoplasme et le noyau chez les neutrophiles humains et constitue une particularité de ces
cellules a la différence de la majorité des types cellulaires (Ear et al., 2005). Chez les
neutrophiles humains primaires, il est bien documenté que les génes des chimiokines IL-8,
MIP1a/B, et de la cytokine TNFa sont régulés par le facteur NF-kB qui est activé en
réponse au TNFa ou au LPS (Cloutier et a/., 2007; Ear et McDonald, 2008).
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1.2.1.3. Implication de C/EBP

Le facteur de transcription C/EBP appartient a la famille des facteurs de transcription a
domaine bZIP (Leucine Zipper) (Wedel ezt Ziegler-Heitbrock, 1995). C/EBP est formé
d’homo- ou d’hétérodimeres reliés entre cux par leurs domaines C- terminaux (Lcucine
Zipper) qui sc lient a I’ADN par I’intermédiaire de leurs régions basiques. On distingue 6
1soformes C/EBP (a, B, v, 9, &, §) (Nerlov, 2007). Chez les neutrophiles humains, Cloutier
et ses collegues ont permis de caractériser le facteur C/EBP et de déterminer son
importance comme régulateur de 1’expression des genes des cytokines, en plus de NF-xB
(Cloutier et al., 2009). En effet, les granulocytes expriment toutes les isoformes C/EBP (a,
B, 8, & ) a P'exception de C/EBP-y. C/EBP est 1ié constitutivement a I’ADN des
neutrophiles humains (Cloutier er al., 2009). La stimulation des neutrophiles au LPS ou
TNFa ne modifie pas les niveaux d’expression des protéines C/EBP. Par contre, elle induit
unc phosphorylation transitoire de C/EBP-f sur la thréonine 235 (a 15 minutes) (Cloutier et
al., 2009). De plus, I'utilisation d’un anticorps dirigé contre C/EBP-$ phosphorylée sur un
gel de retardement a démontré que cette forme, absente dans les complexes liés
constitutivement a I’ADN au repos, se trouve liée a I’ADN en réponse au LPS (Cloutier er
al., 2009). Les expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (CHIP) réalisées dans
les neutrophiles primaires ont démontré que C/EBP-J et C/EBP-¢ sont constitutivement lide
au promoteur d'1L-8 dans les neutrophiles au repos ou activé par LPS, et qu’en réponse au
LPS, I'association de C/EBP-B phosphorylée a été augmentée 4 a 5 fois (Cloutier er al.,
2009). La surcxpression d’unc variante mutée de C/EBP-B (T235A) (substitution de la
thréonine 235 par une alanine) dans les PLB-985 « neutrophil-like » a démontré que cette
phosphorylation de C/EBP- est déterminante dans la production des cytokines. En effet,
tandis que la surexpression de la variante C/EBPP sauvage augmente la production d’IL-8,
Mip-la et d’unc facon moindre Mip-1B, cette production a ¢été abolic avec le mutant
C/EBP-B (T235A). Ceci laisse supposer que le complexe C/EBP controle Pexpression
d’IL-8, MIP-1a et MIP-1B. Ce travail a démontré également que ce facteur ne joue pas un

réle dans I’expression du géne du TNFa (Cloutier et al., 2009).



1.2.1.4. Réle non démontré pour les STATs

La famille des facteurs de transcription STAT comporte 7 membres, soient les protéines
STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STATG6 et les membres apparentés STATSA et STATSB
(Ihle er al., 1997 ; O'Shea et al., 2002). Ces protéines sc¢ trouvent au repos sous formc dc
monomeres (Santos ¢t Costa-Percira, 2011). Leur activation cn réponsc aux stimuli
adéquats nécessite une phosphorylation par la tyrosine kinase Janus kinase (JAK) suivi de
leur dimérisation (Santos et Costa-Pereira, 2011). Chez les neutrophiles humains, il a été
démontré que les facteurs de croissance G-CSF et GM-CSF activent les dimeres
STATI/STAT3 ¢t STAT3/STATS (Bovolenta er al., 1996; McDonald 1998). L’IL-4 induit
la phosphorylation de STATI et STAT6 (Ratthé e al., 2007) et 'INF-y induit la formation
d’un dimére STAT1 chez les neutrophiles activés (McDonald et al., 1998). L implication
des STATs dans la transcription des génes de cytokines chez les neutrophiles humains n’a
pas ¢t¢ largement étudiée. Récemment, il a été démontré que ’activation de STAT3 par G-
CSF chez les PMN inhibe la production induite par le LPS d’IL-8 et TNFa, ce qui laisse
suggérer que STAT3 peut étre impliqué dans la régulation de la production des cytokines
chez les neutrophiles (Fukuzono et al., 2010). Néanmoins, le mécanisme d’une telle

régulation reste a démontrer.

1.2.2. Voies de signalisation intracellulaire

Les voies de signalisation intracellulaire mobilisées chez les PMN et impliquées dans la
production des cytokines ne sont pas complétement établies. Les travaux cffectués dans
notre laboratoire ont étudié certaines de ces voies en réponse au LPS, IL-18 et TNFa et le
role de certaines kinases, soit dans I’expression des cytokines, soit dans la synthese
protéique de leur ARNm, a été vérifié, notamment, les kinases MAP3K TGF beta
activating kinasc 1 (TAK1), p38 MAPK, p42/44 MAPK (ERK), MAPK-intcracting kinasc-
1 (MNK1) et phosphoinositide 3-kinase (PI3K) (Cloutier et al., 2007 ; Ear et al., 2010 ;
Fortin er al., 2011 ; Fortin et al., 2013). TAKI1 est essentielle dans I’expression et la
synthése de I'IL-8, Mip-1a et Mip-1f en réponse au LPS et TNFa et elle contrdle les voies
d’activation d’IKK/NF-xB, p38 MAPK ct P13K (Ear ef al., 2010 ; Fortin ef al., 2011). En
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effet, I'inhibition spécifique de TAKI par le 5z-7-oxozeaenol réduit la phosphorylation
d’IKK et IxkBa ainsi que la liaison 4 ’ADN de NF-xB, ce qui se traduit par la diminution
drastique de la production d’IL-8, Mip-la et Mip-1§ (Ear et McDonald, 2008 ; Ear et dl.,
2010). En aval de TAKI, les kinases activées peuvent avoir des effets variables sur
I’activation de la transcription ou la synthese des chimiokines. Par exemple, I’activation de
la voie PI3K/AKT en réponse au LPS et TNFa ne conduit pas a Iactivation de NF-xB et
C/EBP (Fortin et al., 2011). Par contre, ’inhibition de PI3K abolit la transcription et la
production consécutive de Mip-la et Mip-1P tandis que seule la transcription d’IL-8 se
trouve affectée (Fortin e al., 2011). La kinase MNK | (MAPK-interacting kinase-1) activée
de fagon séquentielle par TAKI et p38 MAPK en réponse au LPS et TNFa joue un role
dans la traduction des ARNm des chimiokines (Fortin ef /., 2013). L’ inhibition de MNK 1
par CGP57380 abolit uniquement la synthése protéique d’IL-8, Mip-la et Mip-1B en
réponse aux LPS et TNFa et n’a pas d’effet sur la transcription de leur génes (Fortin er al.,
2013). MNKI pourrait jouer un role dans la régulation de 1'étape initiale de la traduction
des ARNm en modifiant I"état de phosphorylation des protéines clés S6K, S6, et 4E-BP1

(eucaryotic translation initiator factor 4E-binding protein) (Fortin ef a/., 2013).

1.3. Hypoxie

L’oxygéne est un élément crucial pour la cellule. L’utilisation de ’oxygene est contrdlée
par un systéeme homéostatique complexe, afin de maintenir la valeur de la pression partielle
4’0, (pO3) entre 2,9 et 9% pour ne pas compromettre la fonction de la mitochondrie. Dans
I’air ambiant, la pO; équivaut a 160 mmllg (soit 21%). Dans les poumons, elle varie entre
104 et 150 mmlig, puis elle passe a 104 mmllg dans le sang artériel et a 40 mmHg dans les
veines (5%). Dans les tissus sains, la pO- est incluse entre 20 et 70 mmHg, et diminue a 8-
10 mmHg dans certains tissus ou le métabolisme aérobie est intense, comme dans la
médullaire rénale, I’épiderme et le cartilage articulaire (Jiang ef al., 1996). Dans un milieu
de culture cellulaire, I’atmosphere est dite normoxique lorsque la pO,; est a 20.9%, soit 159
mmHg (Nizet et Johnson, 2009; Galc et Maxwecll, 2010). Quant a I'hypoxic, celle-ci est
définie par une inadéquation de 'apport cellulaire en O, requis pour le métabolisme qui

compromet la fonction des cellules, des tissus et des organes (Hockel er al., 2001).
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L hypoxie n’est pas obligatoirement nocive pour la cellule. Elle peut étre physiologique,
comme a la haute altitude, durant l'exercice physique et I'embryogenése (au premier
trimestre). L hypoxie est également une caractéristique du liquide lymphatique (lHangai-
Hoger et al., 2007). L'hypoxie est dite pathologique lorsqu’elle se développe au cours
d’une maladie telle que le cancer, [’ischémie des organes, P’athérosclérose et
I'inflammation. Selon le temps de d’exposition cellulaire a ’hypoxie, on parle d’hypoxie
aigué (pendant quelques minutes & quelques heures), ou chronique, quand elle est observée

a des temps d’exposition beaucoup plus longs.

1.3.1. Réponse cellulaire a I'hypoxie

Les réponses cellulaires a I’hypoxie sont gérées par la mobilisation du systéme Iypoxia
Inducible Factor (HIF). En effet, des centaines de promoteurs de génes contiennent des
séquences de haison au facteur HIF, nommées les Hypoxia Response Element (HRE) avec
la séquence suivante 5-RCGTG-3" (o R est généralement une base adénine) (Wenger et
al., 2005). Ces genes codent pour des protéines impliquées dans plusieurs fonctions

adaptatives a ’hypoxie (Figure 2).
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Figure 2. Exemples des génes dépendant de HIF et leurs fonctions biologiques.

Le facteur HIF régule directement la transcription d’un grand nombre de génes impliqués
dans la réponse cellulaire a I’hypoxie, parmi lesqucls les protéines correspondantes sont
indiquées sur cette figure. (Schoficld er al., 2004).
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D’autres mécanismes en plus de ’activation du HIF peuvent étre mis en jeu par la cellule et
participent a la réponse a I"’hypoxie. Par exemple, la transcription dépend d’autres facteurs
de transcription en plus du HIF : P"activation hypoxique de la protéine liant I’élément de
réponse a I'AMP cyclique (CREB) est observée au niveau du cerveau, mais aussi au niveau
des poumons, du foie, du cceur, chez la lignée cellulaire PCI2 provenant d'un
phéochromocytome de rat, la lignée du cancer cervicale Hela et les cellules HP-75
d’adénome pituitaire (Baugh er al., 2006; Beitner-Johnson er al., 2000; Dimova et al.,
2007; Lee et al., 2010; Leonard ef al., 2008; Morimoto et al., 2006). AP-1 et le facteur NF-
kB sont deux autres facteurs qui peuvent étre induits par "hypoxie (Culver et al., 2010;

Fitzpatrick et al., 2011; Jeong et al., 2003; Maxwell et al., 2007; Yeramian et al., 2011).

En plus de la transcription, le contrdle post-transcriptionnel des transcrits ARNm est
également une étape régulée par I'hypoxie qui ne dépend pas seulement de HIF (Van Den
Beucken et al., 2011). Bien que les études dans ce domaine soient moins documentées que
celles concernant la transcription, plusieurs €vidences indiquent que les transcrits ARNm
sont sensibles a I’hypoxie. En effet, I’hypoxie induit I’interruption rapide et globale de la
traduction des protéines afin de réduire la consommation en énergie. Les effets de
I’hypoxie modérée (1-5% O:) sur la traduction entrainent les mémes effets que ceux
observés lors de I’hypoxie sévere (0-0.5% O;), mais avec une cinétique retardée (Kenneth
et al., 2008). L hypoxie altére les trois étapes de la traduction : I'initiation, I’élongation et
la terminaison. Pour [’étape d’initiation, 1'hypoxie active deux principales voies
d’inhibition. La premiére de ces voies, dite unfolded protein response (UPR), est activée
rapidement & des taux d’oxygéne inférieurs a 1% et stimule la kinase PERK (endoplasmic
reticulum kinase PKR-like ER kinase) qui phosphoryle elF2a, un composant essentiel de
I’initiation de la traduction (Koumenis er al, 2002). La deuxiéme voie est sous la
dépendance de mTOR et est activée par 1'hypoxie prolongée et inhibe la traduction en
perturbant le complexe clF4F (Eukaryotic translation initiation factor 4 F), formé a partir
des protéines elF4G, eIF4E, elF4A (Koritzinsky et al., 2006). Cela induit la dissociation du
complexe elF4F par hypophosphorylation de 4EBPI, ce qui engendre une séquestration de
elF4E par le 4EBP1 et I'inhibition de la traduction (Koumenis et al., 2006). De fagon

spécifique, I’ARNm codant pour HIF-la continue a étre traduit en hypoxic, bien que lc
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mécanisme du maintien de la traduction de HIF-1a n’est pas clairement établi. 11 semblerait
néanmoins que dans le cas de HIFla, la présence d’un IRES (Internal ribosome entry site)
dans sa partie 5’-UTR puisse jouer ce rdle (Schepens et al., 2005). L’inhibition de
I"élongation et de la terminaison dépend de deux classes de protéines activées sous
hypoxie, soient les RBPs (RNA-binding-proteins) telles que la PTB (pour polypyrimidine
tract-binding protein), la TTP (pour tristétraproline) et la IRP (Iron regulatory protein)
(Gorospe et al., 2011) et les microARNs (miR) dont miR210, miR373 et miR21 sont les
plus connues (Crosby et al., 2009; Wouters et al., 2005). Enfin, des modifications
épigénétiques des histones ou d’autres facteurs sont aussi des éléments de régulation
hypoxique, bien que leurs mécanismes restent mal élucidés. Par exemple, p300 qui
s’associe a HIF-1 et posséde une activité HAT (histone acetyl transferase) et IDAC7, une

désacétylase controlent ’action des HIFs (Melvin ef al., 2012).

1.3.2. Facteurs de transcription induits par 'hypoxie (HIF)

Le HIF est un systéme présent chez toutes les cellules de mammiferes étudiées a ce jour. Il
a ¢t¢ identifié pour la premicre fois cn 1993, lors de I'étude de I'expression du géne de
I'érythropoiétine. Ces composantes protéiques ont été caractérisées en 1995 par Semenza et
ses collegues (Wang et al., 1995a; Wang er al., 1993). HIF est responsable du contréle d’un
nombre important de génes impliqués conjointement dans des processus cellulaires
physiologiques ct physiopathologiques (Kenneth et al., 2008; Schoficld er al., 2004). I
s’agit d’un facteur de transcription hétérodimérique formé par deux sous-unités a et B. 1l
existe trois sous-unités a, HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a, qui constituent les partenaires de la
protéine HIF-1P (Li ef al., 2006; Loboda et ul., 2012; Semenza, 2012). Ces quatre protéines
apparticnnent a la famille des factcurs dc transcription bHLH/PAS qui englobe des
protéines contenant un domaine bHLH (pour basic helix-loop-helix) et un domaine PAS
(pour Per-Arnt-Sim) (Erbel et al., 2003). Les protéines HIF possédent plusieurs domaines
fonctionnels qui permettent la dimérisation et I’activation du complexe HIF (Figure 3). Les

protéines HIFs sont obtcnues suite a la transcription de quatre génes différents (tableau 1).



Géene Locus Nombre d’exons
HIF1A 14g21-q24 15 exons
HIF2A 2p21-pl6 16 exons
HIF3A 19g13.32 19 exons
HIF1B 1g21 22 cxons

Tableau 1. Localisation des quatre génes codant les protéines HIF chez ’humain
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Figure 3. Représentation schématique des membres de la famille HIF.

Le domaine basique bHLH est impliqué dans la dimérisation de HIF-a avec HIF-1B et dans
la laison du complexe HIF avec ’ADN. Le domaine ODDD (pour Oxygen dependent
degradation domain) permet de réguler la stabilité¢ de la protéine HIF-a sous hypoxie. P
représente les sites d’hydroxylation. Le domaine PAS contient des régions hydrophobes
nommeées PAS A et PAS B qui représentent des motifs accessoires de dimérisation entre
HIF-1a et HIF-1B, en plus du domaine bHLH. Le domaine de transactivation
(Transactivation domain; TAD) est séparé en deux domaines, soient le domaine N-terminal
(N-TAD) et le domaine C-terminal (C-TAD). Ces deux domaines activent la transcription
via I’interaction avec des coactivateurs tel que p300/CBP (CREB binding protein). HIF-1a
contient deux séquences de localisation nucléaires (Nuclear localization signal; NLS) en
N-terminal (N-NLS) et C-terminal (C-NLS). Seule la C-NLS est essentielle a I'importation
nucléaire de HIF-la par les importines de type alpha (Depping et al., 2008; Jiang et al.,
1996; Peet et al., 2006; Ruas et al., 2005; Ruas et al., 2010). (Schéma adapté de Heikkila et
al., 201 1; Maynard et al., 2003).
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1.3.2.1. Structure et réle des sous-unités HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a, et HIF-1[8

La protéine HIF-1a constituée de 826 acides aminés posséde un poids moléculaire de 115
kDa et est exprimée de fagon quasi ubiquitaire (Lee ef al., 2001; Talks ef al., 2000). La
prot¢ine HIF-2a, également appclée EPAS (endothcelial PAS domain protein) partage 48%
d’identité¢ de séquence cn acides aminés avec HIF-la ct posséde des similarités
biochimiques et structurales avec HIF-la, notamment dans les domaines fonctionnels.
Cependant, ’expression cellulaire est ditférente (Lofstedt et al., 2007). A la différence de
HIF-1a ubiquitaire, I’expression de HIF-2a est restreinte a certains types cellulaires chez
I’humain. HIF-2a se trouve majoritaire par rapport a HIF-1a dans les cellules endothéliales
des vaisseaux rénaux, des poumons, du coeur et de I'intestin gréle, dans les cellules ghales,
les pneumocytes de type Il les cardiomyocytes, les fibroblastes rénaux, les cellules
interstitielles du pancréas et du duodénum, les hépatocytes et les macrophages
(Compemolle et al., 2002; Fang et al., 2009; Rankin et al., 2007; Scortegagna et al., 2005;
Talks et al., 2000; Wiesener ¢t al., 2003).

Les geénes cncodant HIF-1a ct HIF-2a nc sont pas redondants, cc qui sc traduit par la
différence de leurs fonctions biologiques. En effet, I’inactivation du géne encodant HIF-1«
chev la souris entraine la I€talité chez les embryons apres 8 a 9 semaines de développement
due a une atteinte profonde du syst¢me circulatoire, des malformations cardiovasculaires et
nerveuses  ainsi qu'unc augmentation dec ’hypoxie tissulaire (Ryan er al., 1998).
L’inactivation du gene EPASI codant pour HIF-2a chez la souris, conduit a son tour a une
lé1alité avec un phénotype complétement différent de celui obtenu par I’inactivation de
HIF-1a. En dépit de ’absence des anomalies vasculaires, plusieurs dysfonctionnements
graves sont obscrvés comme des rétinopathics, unc stéatosc hépatique, des myopathics, une
azoospermie, une pancytopénie ainsi que des perturbations du métabolisme du glucose
(Scortegagna ef al., 2003a; Scortegagna et al., 2003b). Ce manque de redondance s’observe
¢galement a I'échelle cellulaire, ou les deux facteurs HIF-1 et HIF-2 régulent différemment
les genes. En effet, 'inactivation conditionnelle de HIF-2a ou HIF-la entraine des
conséquences sur le profil d’expression génique non similaires pour un méme type

cellulaire. Par exemple, au niveau de I’épithélium intestinal, seule I’absence de HIF-2q,
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altére le métabolisme du fer en réponse a ’hypoxie, par la diminution de la transcription du
gene codant pour le transporteur c¢lé du fer, le DMTI (pour divalent metal transporter 1)
(Mastrogiannaki ef al., 2009). Un autre exemple est le géne de I’érythropoiétine au niveau
des hépatocytes dont la transcription est sous la dépendance de HIF-2a uniquement (Rankin
et al., 2009, Ratcliffe, 2007). L’utilisation de différents mutants de délétion de HIF-la ou
HIF-2a avait permis d’identifier un des mécanismes de la régulation différentielle entre les
deux facteurs HIF-1 et HIF-2 impliquant le N-TAD comme le domaine qui confére la
spécificité des geénes transcrits pour chaque facteur, tandis que le C-TAD contréle la
transcription de genes communs entre HIF-1 et HIF-2 (Loboda et a/., 2010; Florczyk et al.,
2011).

Comparativement a HIF-la et HIF-2a, HIF-3a est moins étudiée : sa fonction et sa
régulation sont peu documentées. Chez "humain, la protéine HIF-3a possede plusieurs
isoformes obtenues par épissage alternatif. A ce jour, 7 variants d'épissage de HIF-3a ont
été identifiés, soient HIF-3al, HIF-3a2, HIF-3a4 et HIF-3a7 a HIF-3a10. L expression de
ces protéines a €té détectée dans les tissus adultes, dont I’endothélium vasculaire, le cceur,
le cerveau, le foie, le muscle, les reins et le pancréas, ainsi qu’un grand nombre de lignées
cellulaires (Augstein et al., 2011; Heikkila er al., 2011). Les isoformes HIF-3al et 2 sont
les variantes longues, tandis que les autres HIF-3a plutdt courts manquent le domaine
ODDD et N-TAD (Maynard er al., 2003). Dans les lignées cellulaires de carcinome
hépatique HepB2, des expériences de surexpression des différentes isoformes HIF-3a en
condition hypoxique ont permis de démontrer que toutes ces protéines peuvent dimériser
avec HIF-1a, HIF-2a ou HIF-1B, & 'exception de HIF-3a2 pour laquelle aucun complexe
avec HIF-2a n’a été détecté (Heikkila ef al., 2011). Les complexes HIF-3a/HIF-1f8 formés
a partir des isoformes 1, 2, 7, 8 ou 9 se fixent sur la séquence HRE de I’ADN. Ces diméres
sont actifs dans plusieurs types cellulaires et régulent plusieurs geénes, entre autres celui de
I'érythropoiétine (Heikkila er al., 2011). En dépit d’une forte homologic dc séquence avec
HIF-1a et HIF-2a, I'isoforme HIF-3al est caractérisée par I’absence du C-TAD (Gu et al.,
1998). De plus, elle posséde un seul résidu d’hydroxylation au niveau de ’ODDD qui
correspond au résidu proline 564 (Hara et a/., 2001). HIF-3al entre en compétition avec

HIF-1a et HIF-2a en présence de quantit¢ limitée de HIF-1PB, cc qui supprime 'activité de
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HIF-1 et HIF-2 (Gu et al., 1998). La vanante courte HIF-3a4 interagit avec la région N-
terminale de HIF-1 et forme un dimére inactif HIF-3 qui peut se fixer sur les sites HRE de
I'ADN. Par ailleurs, HIF-304 ne poss¢de pas de domaine transactivateur en C-terminal et
joue donc un roéle de dominant négatif, entrainant la formation d’un complexe HIF-3 sans
activité transcriptionnelle (Maynard et al., 2005; Maynard et al., 2007). De plus, I'1soforme
HIF-304 régule l'activité transcriptionnelle de HIF-2a en interagissant avec cette derniere et
e-n bloquant sa liaison a I’ADN au niveau de la séquence 11RE (Maynard er al., 2005;
Maynard et al., 2007). Chez la souris, I'homologue de I'isoforme HIF-3a4 s’appelle IPAS
(pour inhibitor of PAS domain protein) et est régulé positivement par I'hypoxie (Heikkila er
al., 2011). IPAS forme un dimére uniquement avec HIF-1 (1; sans former de complexes avec
HIF-2a ou HIF-1B. Le dimere IPAS/HIF-1a est incapable de se fixer aux séquences HHRE
de I'ADN, ce qui lui confere un réle de dominant négatif (Makino et al., 2001; Makino et

al., 2002).

La sous-unité HIF-1B, aussi appelée aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator ou
ARNT, est exprimée de facon constitutive et localisée principalement au noyau (Jiang er
al., 1996; Kallio et al., 1997). Alors que les sous-unités HIF-1a, HIF-2a ou HIF-3a sont
spécifiques au facteur HIF-1, HIF-2 ou HIF-3 respectivement, HIF-1P n’est pas spécifique
a ces trois facteurs et n’est pas sensible a I'OQ>. D’ailleurs, ARNT a d’abord été reconnu
pour son réle dans la fonction du récepteur aux xénobiotiques AhR (pour Aryl
Hydrocarbon Receptor), en permettant sa translocation nucléaire (Reyes et al., 1992). Dans
le cas de HIF-1a, ARNT n’est pas nécessaire a sa translocation vers le noyau (Chilov ef al.,

1999).

1.3.2.2. Régulation des facteurs HIF

1.3.2.2.1. Régulation de la protéine HIF-a

HIF est d’abord régulé par la disponibilité de la protéine HIF-a. En effet, HIF-a est une

protéine transcrite et traduite de maniere constitutive (Heikkila et al., 2011; Kong er al.,
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2007; Wang et al., 1995a). Toutefois, en normoxie, la protéine subit une dégradation
dépendante de 'oxygene des qu’elle est synthétisée, ce qui rend sa demi-vie courte. Dans le
cas de IHIF-la, elle est estimée a 5 minutes (Maxwell er a/., 2001). Ceci est relié 3 la
présence du domaine ODDD. A ce niveau, HIF-a subit des modifications post-
transcriptionnelles affectant les prolines 402 et 564 pour HIF-1a (Hirota ef al., 2005), les
prolines 405 et 531 pour HIF-2a (Bracken et al., 2006) et la proline 564 pour I1IF-3a
(Heikkila er al., 2011). Ces résidus sont hydroxylés en présence d’O; par des dioxygénases
nommées PHD qui catalysent le transfert de 2 atomes d'oxygene sur leurs substrats et sont
dépendantes de 1’O;, du Fe(11+) et du 2-oxoglutarate (Hewitson et al., 2003). On distingue
trois isoformes de PHD (1, 2 et 3) qui hydroxylent HIF selon des affinités variables. PHD?2
et PHD3 sont les principales enzymes contrélant la stabilité¢ de HIF-la et HIF-2a
(Appelhoff et al., 2004; Epstein et al., 2001; Pasanen et al., 2010). La double hydroxylation
des résidus prolines favorise la fixation d’un complexe d’ubiquitinylation composé de la
E3-ubiquitine ligase von Hippel-Lindau (VHL), de la cullin 2 et des elongin B et C
(Jaakkola et al., 2001; Maxwell et al.,, 1999). Par conséquent, HIF-a sous sa forme
ubiquitinylée est dégradée par le protéasome 26S (Kallio ez al., 1999). La constante
d’affinité des PHDs pour I’O; est 1égeérement supérieure a la PO, atmosphérique. Ainsi, ces
enzymes constituent des senseurs de la POs, et la diminution de cette valeur les inhibe
(Hirsila et al., 2003). En effet, I’hypoxie entraine 1’inactivation des PHD, ce qui stabilise
HIF-a, et I’accumulation subséquente dans le cytoplasme. HIF-a transloque au noyau et
dimérise avec HIF-1pB. La formation du complexe HIF conduit a la transcription des génes
cibles (Semenza ef al., 2006). Le niveau d’expression des PHDs est varié selon le type de
stimulus, tel que I'exposition hormonale (pour PHDI1) ou I’hypoxie prolongée (PHD2 et

PHD?3) (Sato er al., 2010 ; Hogel et al., 2011 ; Andersen et al., 2011).
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Figure 4. Régulation de la protéine HIF-a par les PHD.

En présence d’oxygeéne (normoxie, a gauche), les PHD hydroxylent la protéine HIF-a, ce
qui Pexpose a la polyubiquitinylation par le complexe pVHL et la dégradation par le
protéasome. Le manque d’oxygéne (hypoxie, a droite) inhibe les PHD. Par conséquent,
HIF-a échappe a la dégradation par le protéasome ct dimérise avec HIF-1B. Le complexe
HIF transloque au noyau ct sc fixe sur les séquences spécifiques HRE, pour augmenter la

transcription des génes cibles.
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Par ailleurs, la dégradation par le protéasome de HIF-a peut étre régulée de fagon
indépendante de 1I’O,. Par exemple, I'interaction de I1IF-a avec les protéines chaperon
Hsp90 et Hsp70 (heat shock protein-70 et 90) joue un role dans la maturation et l'activation
de HIF-a. Hsp90 interagit avec le domaine PAS de HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a (Katschinski
et al., 2004) et Hsp70 se fixe sur le domaine ODDD (Zhou er al., 2004 ; Katschinski ef al.,
2004) ce qui renforce la stabilité de HIF-1a. L’utilisation d’inhibiteur pharmacologique de
Hsp90, tel que la geldanamycine ou le 17-AAG  (17-Allylamino-17-
demethoxygeldanamycin), diminue le taux intracellulaire de HIF-la et favorise sa
dégradation de fagon indépendante de la concentration en oxygéne (Koga er al., 2009; Mo
et al., 2012). La protéine d'échafaudage RACKI1 (receptor of activated protein kinase C-1)
entre en compétition avec la protéine Hsp90 pour la liaison de HIF-la. Cette interaction
permet le recrutement du complexe ubiquitine ligase qui provoque |’ubiquitination et la
dégradation protéasomale de HIF-la, ce qui P'expose a la dégradation de fagon
indépendante de la voie des PHD et de la disponibilité en O; (Liu er al., 2007). 11 a été
démontré que la voie PI3K/Akt contribuait a la stabilisation de HIF-lo en induisant
I"expression de Hsp90 et Hsp70 (Zhou et al., 2004). La régulation de HIF 1a dépendant des
protéines Hsp90 est contrdlée également par la kinase JNK1 dont I’activation permet la
stabilisation de THF-1a. Cet effet est induit par ’augmentation de I’expression de 'histone
déacétylase HDACG6 dont I’activité favorise la fonction de Hsp90 (Zhang et al., 2010a). Par
ailleurs, la phosphorylation de HIF-la par la kinase GSK3p (glycogen synthase kinase 3)
sur les trois résidus serine 551, thréonine 555 et serine 589 favorise la dégradation par le

protéasome indépendamment de 1’état d"hydroxylation (Flugel ez al., 2007).

La protéine HIF-a constitutivement présente peut échapper a la dégradation par le
protéasome en normoxie, lors de 1'activation cellulaire par des facteurs de croissance (Lim
et al., 2008; Tacchini et al., 2001), cytokines (Chae et /., 2011; Haddad, 2002; I1addad et
al., 2001), hormones (Heidbreder er al., 2007; Wong et al., 2010; Yun et al., 2009; Zhou et
al., 2006) et de protéines virales et bactériennes (Feldser ef al., 1999; Heidbreder er al.,
2007). En général, ces stimuli déclenchent des cascades de signalisation intracellulaire
augmentant la transcription des génes HIF1A, HIF2A ou HIF3A couplée a la stabilisation

dc quantités substanticlles de la protéine HIF-a qui dépassent la capacité de dégradation par



33

le protéasome. L’activation des récepteurs a tyrosine kinase, tel que I’lGFR (Insulin growth
factor receptor), induit I’expresston et la synthese de HIF-1a de maniére indépendante de
I’oxygene en faisant intervenir les voies mTOR (mammalian target of rapamycin) et
MAPK (Land er al., 2007; Laughner et al., 2001). Des modifications post-traductionnelles
autres que ’hydroxylation modulent les niveaux de HIF-a. Par exemple, ’acétylation au
niveau du résidu lysine 532 dans le domaine ODDD par la N-acétyltransférase ARDI
(Arrest defective 1) favorise I’interaction entre HIF-1a et VHL en normoxie (Jeong ef al.,
2002). Par contre, cet effet est controversé puisqu’il a ét¢ démontré que ARDI1 n’a pas
d’influence sur la stabilité de HIF-1a et HIF-2a (Bilton er al., 2006). L’ activation de la voie
de la MAPK p38 induit la phosphorylation directe de HIF-1a ce qui inhibe son interaction
avec pVIL et favorise son accumulation (Sang er al., 2003). Enfin, des modifications
épigénétiques affectent les niveaux de la protéine HIF en contrélant I’expression de PHD3

et VHL (Huang et al., 2010; Vanharanta et a/., 2013).

1.3.2.2.2. Régulation de ’ARNm de HIF-a

Les mécanismes de contrdle de la synthese et de la traduction des ARN messagers de HIF
sont peu connus comparativement a ceux responsables de la dégradation. En revanche, il a
été démontré que la transcription du geéne HIFIA dépend de facteurs de transcription
impliqués dans I'inflammation, notamment, NF-kB (Rius ez al., 2008; Taylor, 2008; Van
Uden er al., 2008), HSF (Heat Shock sequence) (Iton et al., 2006 ; Chen etal, 2011 ; Huah
et al., 2012). De plus, les facteurs Spl et Sp3 contrélent I’induction de I’expression du géne
EPAS] lors de I’adipogenese (Wada et al., 2006). La traduction des ARNm de HIF-a est
dépendante de la voie de PI3K. En effet, I’activation de la voie PI3K/p70S6K recrute la
protéine ribosomale S6, ce qui augmente la traduction et la quantité de la protéine HIF-a
(Belaiba et al, 2007). L’ARNm de I1IF-1a peut également étre régulé par plusieurs
microARNs (miR) (Dalmay er Edwards, 2006; Kulshreshtha er.al.,, 2007). Les miR sont des
acides ribonucléiques simple-brin formé en moyenne de 22 nucléotides (Kim, 2005 ; Chen
et Rajewsk, 2007). Ils constituent des régulateurs post-transcriptionels négatifs des genes
cibles en s’appariant a une séquence complémentaire d’ARNm, ce qui conduit a la

répression ou la dégradation de cet ARNm (Kim, 2005 ; Chen et Rajewsk, 2007). Par
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exemple, miR-20b induit la suppression de I’ARNm de HIF-la chez les cellules
cancéreuses du sein MCF-7 (Cascio et al., 2010). Par ailleurs, la diminution des niveaux de
miR-199a chez les myocytes cardiaques favorise I’augmentation de I’ARNm de HIF-1a
(Song et al., 2010). Le groupe des miR17-92 régule de fagon négative I’expression de HIF-
la (Taguchi er al., 2008).

1.3.2.2.3. Régulation de I'activité du HIF

Des modifications de la protéine HIF-a sont nécessaires pour induire la liaison a FADN et
I'activité transcriptionnelle. 11 s’agit principalement de modifications post-traductionnelles
permettant le recrutement des coactivateurs p300/CBP, SRC-1 ct TIF2 (Kallio et al., 1997 ;
Kallio ez al., 1998 ; Wenger, 2002). La protéine p300/CBP est une histone acétyltransférase
qui joue son role en acétylant des histones et plusieurs facteurs de transcription, ce qui
permet 1’accessibilité a la chromatine et la régulation transcriptionnelle. L'hydroxylase FIH
est unc dioxygénase qui régule Pactivité de HIF-a de fagon dépendante de 1’O» et des
cofacteurs comme le 2-oxoglutarate, le fer et l'acide ascorbique (Lando et al., 2002). Cette
enzyme hydroxyle le résidu asparagine 803 de HIF-la dans le domaine C-TAD, ce qui
interfere avec la liaison aux coactivateurs p300/CBP (Linke ef al., 2004; Peet et Linke,
2006). Sous hypoxic, cctte situation cst inversée quand FIH est dépourvu dec ses cofacteurs
et devient inactif, ce qui déclenche I’interaction entre HIF-a et p300/CBP et le recrutement
séquentiel des deux autres coactivateurs Ref-1 et SRC-1 (Gray ef al., 2005; Ruas et al.,
2005). Par conséquent, le facteur HIF est disponible pour son activité¢ de transcription. Le
domainc C-TAD dc HIF-2a scrait moins scnsible a 1’action de FIH que celui de HIF-la
(Bracken et al., 2006). Certains stimuli modulent ’action du FIH comme les MAPKs. La
phosphorylation de HIF-la sur la thréonine 796 abolit la fixation de FIH ainsi que
I'hydroxylation subséquente de HIF (Lancaster es af., 2004). La phosphorylation de la
thréonine 796 par la caséine kinasc 2 augmente I’activité transcriptionnelle de HIFla cn
favorisant 'interaction avec CBP/p300 (Gradin er al., 2002 ; Mottet et al., 2005). La
modification de ce résidu empécherait I’hydroxylation du résidu asparagine 803 voisin par

le FIll, ce qui contribuerait également a stimuler Pactivité transcriptionnelle de HIFla
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(Lancaster er al., 2004). La phosphorylation de HIF-la sur les sérines 641 et 643 par la
p42/p44 MAPK est essentielle a PPactivité transcriptionnelle de HIF-1a (Hur er a/., 2001) en

permettant la rétention nucléaire de HIF-1a (Mylonis et al., 2006).

La sumoylation consiste en I'ajout de résidu SUMO (Small ubiquitin-related modifier) par
une SUMO E3-ligase. Le role de la sumoylation de HIF reste controversé, certains auteurs
avaient proposé qu’elle réduit I’activité transcriptionnelle de HIF (Berta et a/., 2007), alors
que d’autres avaient démontré I'inverse (Huang et al., 2009). HIF-1a est sumoylée sur les
lysines 391 et 477, conduisant a la diminution de P’activité de transcription (Berta et al.,
2007; Kang ef al., 2010). 11 a ét¢ démontré que TTIF-1p peut également étre sumoylée sur la
lysine 245 située dans son domaine PAS, ce qui influence négativement [ activité
transcriptionnelle du dimere HIF-1 (Tojo er al., 2002). HIF-2a est aussi régulée par

sumoylation et cela influe sur sa dégradation par VHL (Van Hagen et al., 2010).

La S-nitrosylation permet conjointement de moduler I'expression et 1’activité de HIF-a.
Elle consiste en I’ajout d’un groupement NO sur la cystéine 520 et inhibe la liaison de HIF-
1 a a pVHL, ce qui empéche sa dégradation (Yasinska et al., 2003). De plus, la cystéine 800
de HIF-la est également nitrosée, ce qui active la liaison avec le co-activateur p300/CBP
(Lief al., 2007). La encore, le role de cette modification n’est pas clairement établi puisque
des travaux contradictoires font état d’une inhibition de la liaison avec CBP/p300 par la
nitrosylation (Cho er al., 2007). Une régulation négative est controlée par les membres de la
famille CITED, par exemple, CITED-2 qui entre en compétition avec HIF-la pour la
fixation de CBP/p300 et empéche la formation d’un complexe HIF actif (Freedman et ul.,

2003).

D autres modifications épigénétiques peuvent influencer la liaison et ’activation du HIF au
site. HRE, principalement en ciblant I’ADN et les histones (Watson er al., 2010). Par
exemple, la méthylation du CpG au site 3" HRE du géne de P’érythropoiétine abolit
Pactivité de HIF (Wenger er al., 1998). Les HDAC régulent Iactivité de HIF-1. Sous
hypoxie, HHDACT transloque au noyau en liant le C-TAD de HIF-1a (Watson et al., 2010).
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1.3.3. Hypoxie et immunité innée

L hypoxie est une caractéristique de I’inflammation retrouvée dans les sites infectieux, les
blessures tissulaires, les tumeurs solides et les sites des réactions d’auto-immunité (Shiao
et al., 2011; Souto et al., 2011; Imtiyaz et al., 2010; Karhausen ez al., 2005). Ces foyers
d’inflammation sont le licu d’unc prolifération cellulaire importante et d’une
consommation accrue d’0; a Porigine de 'hypoxie. De plus, d’autres facteurs exacerbent
I’hypoxie comme la diminution de la perfusion due a I’atteinte des lits microvasculaires et
les thromboses, I'augmentation de la pression interstiticlle, ’hypoglycémie, I’acidose,
I"'augmentation des déchets métaboliques provenant des agents infecticux ainsi que ’afflux
considérable des cellules inflammatoires, comprenant les monocytes/macrophages, les
cellules dendritiques et les neutrophiles (Liaskou et a/., 2012; Nizet et Johnson, 2009;
Falgarone er al., 2005). Plusieurs travaux ont démontré que les fonctions des cellules
infiltrant les foyers inflammatoires sont modulées par I'hypoxie, dont certaines sont sous le
controle du facteur HIF (Dong et al., 2010; Flamant et al, 2009; Nizet et al., 2009;
Karhausen et al., 2005).

1.3.3.1. HIF chez les monocytes/macrophages

Les macrophages, qui ont des réles dans I’immunité tumorale, sont nommés macrophages
associés aux tumeurs (Tumor associated macrophages, TAM). Chez I’homme, les niveaux
d’expression augmentés de HIF-1 et HIF-2 chez les TAM sont associés a un mauvais
pronostic dans les cancers (Bceasley er al., 2002; Eubank et al., 2011). Sous hypoxic, lcs
protéines HIF-la et IIF-2a sont exprimées chez les monocytes et les macrophages
primaires humains (Elbarghati ef a/., 2008). L exposition au LPS en normoxie augmente les
transcrits d’ARNm et le niveau de HIF-1qa, induit une activité de transcription dépendante
de¢ HIF-1 (Blouin ef al., 2004; Nishi et al., 2008). De plus, plusicurs fonctions dcs
macrophages dépendent de HIF. En effet, la stabilisation de HIF-1a induite par "hypoxie
est responsable de I’augmentation de la bactéricidie des macrophages primaires cultivés au
contact de Sraphviococcus aureus comparativement aux macrophages normoxiques

(Zinkemagel er al., 2008). Chez les macrophages, I'utilisation des ARN interférents dirigés
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contre HIF-la abolit la phagocytose (Anand er al, 2007). Aussi, plusieurs génes
inflammatoires exprimés chez les macrophages en hypoxie sont régulés par HIF, dont ceux
encodant les récepteurs TLR2 et TLR6 (Kim et al., 2010) et I"'IL-8 (Hirani ef ul., 2001). La
délétion conditionnelle de HIF-1a dans les cellules myéloides de souris altére les fonctions
d'agrégation, de motilité, d’invasion et de bactéricidie des macrophages (Cramer et al.,
2003). Egalement, les macrophages dérivés de la MO et qui sont cultivées sous hypoxie
chronique acquiérent un phénotype angiogénique différent de celui des macrophages
cultivés en normoxie : les niveaux des transcrits d¢ HIF-1a et des genes cibles VEGF et
MMP9 sont augmentés (Staples er al., 2011). Ces données montrent que ’activation de HIF
chez les macrophages est impliquée dans la pathologie inflammatoire. Par exemple, au
cours de I’athérosclérose qui est une maladie vasculaire inflammatoire, les macrophages
imprégnent les plaques d’athérome et contribuent a leur formation (Antohe, 2006). Le
facteur HIF-1 est impliqué dans ce processus. En effet, des niveaux élevés de HIF-la
détectés chez ces macrophages s’accompagnent d’une activation de HIF-1 a I'origine d’une
grande production de VEGF. Ce facteur angiogénique favorise le développement de
I’athérome et I'installation de la maladie (Vink ez al., 2007). De plus, les macrophages
isolés a partir de liquide synovial de patients atteints d’arthrite rhumatoide expriment
fortement IIF-la comparativement aux macrophages isolés des articulations des sujets
sains. Cette expression est dépendante de la voie PI3K et CaMKIl (Fang ef al., 2009).
L’inhibition pharmacologique de la voie activatrice de HIF-1 dépendante de la PI3K
entraine une baisse de HIF-1o qui méne a une diminution des transcrits de VEGF et MMP9

(Fang et al., 2009; Westra et al., 2010).

1.3.3.2. HIF chez les cellules dendritiques

HIF-1a est exprimé chez les cellules dendritiques (CDs) immatures et activé sous hypoxie
(Jantsch et al., 2008). De plus, une étude de micropuces des CDs cultivées sous hypoxie a
permis de détecter une augmentation d’expression de génes, en particulier ceux encodant
des cytokines (Blengio er a/., 2013). Parmi ccux-ci, les génes codant pour IL-1B, MIF, IL-
23 et VEGF contiennent une séquence HRE dans leurs régions promotrices (Blengio er al.,

2013). Mais la régulation directe de ces génes par le facteur HIF n’a pas été vérifiée. Par
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ailleurs, chez les CDs, I'hypoxie augmente I’expression des génes codant pour MIP-1q,
MIP-2a, MIP-3a, RANTES, Gro-y, ENA-78, IL-8 et le récepteur CCR2, et diminue celle
des génes qui codent pour les chimiokines PARC et BLC, et le récepteur CCR6 (Blengio ef
al., 2012; Bosco et al., 2011; Bosco et al., 2008b).

1.3.3.3. HIF chez le neutrophile

Les neutrophiles fonctionnent en présence d’une faible pO, grace a certaines
caractéristiques, notamment la présence d’un faible nombre de mitochondries. Leur
métabolisme est basé sur ’anaérobie méme en normoxie puisqu’ils catabolisent 85 % de
leur glucose en lactate (Borregaard ef «l., 1982). Malgré cela, les effets de I’hypoxie sur la

biologie des neutrophiles demeurent peu connus.

Les travaux de Cramer et al. (2003) avaient prédit que I'hypoxie module certaines
fonctions des neutrophiles par l’intermédiaire du facteur HIF. En effet, ’'inactivation
conditionnclle du géne encodant HIF-1a dans la lignée myéloide chez la souris entraine unc
dimiﬁution des niveaux d’adénosine triphosphate (ATP) de 15 a 40% chez les neutrophiles
mutés comparativement aux neutrophiles normaux, ce qui indique que HIF-1 régule le
métabolisme énergétique chez ces cellules. De plus, la migration et le chimiotactisme des
PMN déficients en HIF-1a sont inhibés. Ceci s’accompagne d’une diminution importantc
de I’intensité des phénomenes inflammatoires au cours de 1'arthrite induite par le collagéne
chez ces souris (Cramer ef al., 2003). De plus, ’activation hypoxique de HIF-1 joue un réle
anti-apoptotique dépendant de NF-xB chez les neutrophiles humains et murins (Elks er al.,
2011; Walmsley et al., 2005). D’ailleurs, I'inactivation conditionnelle de HIF-1a chez des
cellules myéloides de souris diminue la survie de neutrophiles dérivés et cultivés sous
hypoxie (Mecklenburgh et al., 2002; Walmsley et al., 2005). De fagon spécifique, la
stimulation sous normoxie des neutrophiles de souris par le LPS permet I’accumulation de
HIF-1a et P'activation de HIF-1 mcnant a la transcription du géne du transporteur du
glucose GLUTTI (Schuster er al., 2007). Dans ce travail, cette activation est dépendante de

la kinase p38 MAPK. Une étude réalisée par Walmsley er al. (2006) a caractérisé le
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phénotype des neutrophiles des patients atteints du syndrome de von Hippel Lindau
(pVHL) caractérisé par une anomalie du gene pVHL a D'origine d’une suractivation du
facteur HIF . Dans ce cas, les neutrophiles invalidés pour pVHL et cultivés in vitro ont une
survie prolongée, une bactéricidie augmentée et une production accrue des protéases.
Cependant, le chimiotactisme ct la production des ROS ne sont pas affectés (Walmsley ez
al., 2006). Dans une autre ¢tude, les neutrophiles de souris déﬁcic‘;ntes en acide ascorbique,
qui est un cofacteur indispensable pour la fonction des PHD, présentent une élévation des
niveaux du HIF-1a et une survie prolongée (Vissers er al., 2007). Récemment, une étude
réalisée dans un modéle de cicatrisation post-résection chez les poissons-z¢bres a permis de
montrer le réle crucial de HIF dans Pinflammation par les neutrophiles. En effet, le
dominant actif de IIF obtenu en mutant les sites d’hydroxylation par le PHD et Flii
favorise la survie et le recrutement continu des neutrophiles en réponse au DMOG, en

rapport avec la diminution de la cicatrisation (Elks e al., 2011).

Le nombre d’études sur le facteur HIF chez les neutrophiles est limité. Aucune évidence ne
permet & ce jour de confirmer son implication dans I'expression des cytokines chez les
neutrophiles. De plus, la caractérisation des protéines HIF n’est que partiellement établie
chez les PMN. Par conséquent, il est important d’approfondir 1’étude du facteur HIF dans la
régulation des fonctions des neutrophiles, notamment au niveau de |'expression des

cytokines, et de considérer I’influence de la régulation hypoxique chez les neutrophiles.

1.3.4. HIF comme cible thérapeutique

La découverte des mécanismes divers de la régulation de HIF a permis la misc au point
d’un arsenal thérapeutique important qui vise différentes voies de régulation de HIF. Il
s’agit d’agents pharmacologiques dont certains sont décrits plus loin (Figure 6). Par
ailleurs, ces molécules ne sont pas toutes des inhibiteurs sélectifs de I1IF et peuvent
interférer avee d'autres voics de signalisation importantes dans plusieurs processus
biologiques. D’autres approches basées sur la transgénése chez des modeles animaux visant

particulierement le HIF-1 sont utilisées. Par exemple, la surexpression d’une forme active
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de HIF-la dans P’épiderme améliore les signes de la maladie inflammatoire ischémique
(Vincent et al, 2000; Shyu er al, 2002). Au cours de I’'inflammation chronique, une thérapie
qui cible HIF aurait pour objectif de freiner le processus inflammatoire, en plus que IIF
contribue & augmenter 1'agressivité des cellules phagocytaires, en augmentant la production
des ROS qui peuvent induire des 1ésions tissulaires (Gale er al., 2010). Dans le cas des
déficits immunitaires issus d’une déficience des leucocytes, activation de la voie de HIF
peut étre bénéfique : il serait primordial de favoriser des traitements qui stimulent la
réponse immunitaire. Par exemple, 1'utilisation d’inhibiteurs sélectifs des PHD comme le
FG-4497 ou I'inhibition indirecte de ces enzymes par la chélation du 2-oxyglutarate
améliore les colites inflammatoires dans un modéle de souris (Tambuwala er al., 2010).
Donc, la compréhension approfondie du réle du facteur HIF dans la biologie des
leucocytes, notamment les neutrophiles, est une étape indispensable dans I'utilisation de

thérapies dirigées contre HIF.
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Figure 5. Les principaux agents pharmacologiques et les mécanismes moléculaires
d’inhibition de HIF-1.

Les étapes de la régulation de HIF sont indiquées dans les parties colorées, tandis que les
inhibiteurs sont cités en bas. L’inhibition de la liaison aux séquences HRE dépend d’agents
intercalants. La transactivation est inhibéc par 1’abolition du recrutement des coactivateurs
de transcription. Abréviations : AF, aminoflavine; MSC, Sec-methylsclenocysteine
(Semenza, 2012).



2. OBJECTIFS DE RECHERCHE

2.1. Déterminer le profil d’expression des protéines HIFs chez les neutrophiles humains en
normoxie et en hypoxie, avec ou sans stimuli.

2.2. Déterminer influence de I'hypoxic sur la production des cytokines chez les
neutrophiles humains.

2.3. Etudier I'activation des facteurs HIFs chez les neutrophiles humains.

2.4. Etudier les voies de signalisation mobilisées en hypoxie chez les neutrophiles humains.
2.5. Etudier le réle de 1’hypoxie dépendant ou non de HIF dans la production des cytokines

chez les neutrophiles humains.



3. MATERIEL ET METHODES

Anticorps et réactifs

Les anticorps dirigés contre les protéines phospho-AKT (Serd73) (#9271), phospho-
C/EBP-B (Thr235) (#3084), phospho-ERK p44/42 (T202/Y204) (#4376), DYKDDDDK
TAG(#2044), HIF-18 (#3718), phospho-STATI (Tyr701) (#7649), phospho-STAT3
(Tyr705) (#9131), phospho-STATS (Tyr694) (#9351), ont été achetés de Cell Signaling
(Beverly, MA, USA). Les anticorps dirigés contre les protéines B-Actine (sc-1616), HIF-1a
(sc-10790 X), HIF-2a (s¢-46691 X), HIF-3a (sc-28707 X), IkB-a (sc-371), phospho-JNK
(Thr183) (sc-135642), phospho-p38a (sc-535) ont été achetés de Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA). L'anticorps neutralisant le TNFa (500-M26) a été acheté de
PeproTech (Québec, QC, Canada). Les anticorps neutralisant 1L-18 et IL-1Ra proviennent
de R&D Systems (Minncapolis, MN, USA). Le Ficoll-Paque provient de GE Biosciences
(Baie d’Urfé, Qc, Canada). Le RPMI 1640 et le sérum de veau factal (FCS) sans
endotoxines (<2 pg/ml) ont ét¢ achetés de chez Wisent (St-Bruno, QC, Canada). Les
cytokines recombinantes humaines (G-CSF, GM-CSF et TNFa) ont été achetées de R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA). Le LLPS UltraPure (issu d’Escherichia coli 0111:B4) a
été acheté de InvivoGen (San Diego, CA, USA). La cycloheximide, le dimethyl sulfoxide
(DMSO), I'acétyl-BSA, le phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF) et le fMLP ont été
achetés de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Le diisopropyl fluorophosphate (DFP) a
¢té¢ acheté de Bioshop Inc. (Burlington, ON, Canada). Les inhibitcurs des protéascs,
I’aprotinine, le 4-(2-aminomethyl) benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), la leupeptine, et la
pepstatine A ont été achetés de Roche (Laval, Qc, Canada). L inhibiteur de STAT3 (S31-
201) et I'inhibiteur de p38 (SB 203580) ont été achetés de Calbiochem (San Diego, CA).
La T4 polynucleotide kinase et lec poly(dI-dC) ont été achetés chez GE Hecalthcare
Biosciences Inc. (Baie d’Urfé, QC, Canada); les radionucléotides [y-32P] ATP et [(1—32})]
UTP ont été achetés chez NEN (Boston, MA, USA). Un oligonucléotide contenant un site
consensus HRE a été synthétisé. Un oligonucléotide contenant des sites NF-kB répétés en
tandem identiques a ccux du promoteur du HIV a ¢été  synthétis¢ (5'-

gatcaGGGACTTTCCgetgGGGACTTTCC-3"). Toutes les solutions et les tampons ont été
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préparés a partir d’eau stérile de grade clinique.
Vecteurs

Le plasmide (pIL8-Luc) contenant un géne rapporteur luciférase sous le contrle de la
région promotrice (-1481 a +40) de I’'lL-8, ainsi que les plasmides (pIL8-Luc-xkBmut) et
(pIL8-Luc-HREmut) contenant les constructions mutées dans les séquences consensus du
NF-kB (cgtgAaCtttcctct) ou HRE (cAtg), proviennent du Dr. Vijay K. Kalra (University of
Southern California, Los Angeles, CA, USA). Les bases mutées sont indiquées en

majuscule.
Isolement des neutrophiles et culture cellulaire

Les neutrophiles ont été isolés a partir du sang périphérique de donneurs sains. Le protocole
d’isolement a été approuvé par le comité d’éthique institutionnel. Toute la procédure
d’isolement a été réalisée a température de la piece (TP) et dans des conditions exemptes
d’endotoxines, tel que décrit auparavant (Cloutier ef «/., 2003). La suspension finale des
neutrophiles contient <0.5% de monocytes et de lymphocytes; et <3% d’éosinophile, selon
une coloration de Wright des cellules. La viabilité des neutrophiles €tait supérieure a 98%
apres 4 heures de culture, tel que déterminé par le test d’exclusion au bleu de Trypan. Les
neutrophiles purifiés ont été resuspendus dans du RPMI 1640, supplémenté avec 10% de
sérum autologue inactivé a la chaleur, 4 une concentration finale de 5 x 10° cellules/ml. La
lignée promyélocytaire humaine PLB-985 a été obtenue de la Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Germany). La procédure de
différentiacion granulocytique de ces cellules en présence de DMSO était réalisée ainsi : les
ccllules PLB-985 ont été culti\;écs 4 37°C sous unc atmosphére humide avec 95% air ct 5%
de CO; dans du RPMI 1640 additionné de 10% FCS, 100 U/ml pénicilline, 100 pg/ml
streptomycine et du DMSO a 1.25% v/v (de grade de culture cellulaire) pendant 5 jours.
Le milieu a été renouvelé chaque deux jours. Les cellules différenciées seront référées en

tant que «neutrophil-like».Les neutrophiles humains et les cellules «neutrophil-like» ont été
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cultivés a 37°C, a une densité cellulaire de 5 x 10° neutrophiles/ml, sous une atmosphére
humide. Les pourcentages des gaz atmosphériques ont été contrélés pour maintenir la
culture sous normoxie (21% d’O; et 5% de CO») ou sous hypoxie (5% de CO2. 1% d’O- et

balancée par le N»).
Analyse des protéines par immunobuvardage

Aprés avoir cultivé les cellules en présence ou en absence des stimuli et en présence ou en
absence d’hypoxie, les incubations étaient arrétées avec un volume équivalent de PBS
froid. Les cellules ont été centrifugées a 300 x g pendant 5 min, et les culots cellulaires ont
été resuspendus dans un tampon de relaxation froid (10 mM PIPES pH 7.3, 10 mM NacCl,
3.5 mM MgCl, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM EDTA et 1 mM DTT) contenant des inhibiteurs
de phosphatases (10 mM NaF, I mM Na;VOy, 10 mM NayP.O5) ainsi que des inhibiteurs
de protéases (1 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinine, 10 pg/ml pepstatine A, 10 pg/ml
leupeptine, 0.5 M AEBSF, 1 mM DFP). Un petit volume de chaque échantillon a ét¢ dosé
pour le contenu protéique. Les cellules ont été centrifugées 5 min a 300 x g. Lorsque des
échantillons cellulaires totaux ont été réalisés, un tampon d'échantillon 2X bouillant est
ajouté aux culots cellulaires. 1l s’agit d’une suspension finale dans 25 mM Tris-base pll
6.8, 2% SDS, 5% 2-mercaptoéthanol et 10% glycérol. Les lysats ont été briévement agités,
chauffés a 95°C pendant 5 min et soniqués, afin de- défaire les complexes de chromatine.
Les échantillons étaient conservés a -20°C jusqu'a leur analyse. Pour préparer les fractions
cytoplasmiques et nucléaires, les neutrophiles étaient lysés par cavitation a l'azote selon la
procédure décrite auparavant (Ear er al., 2005). Pour analyser le contenu en protéines, les
échantillons ont été séparés par électrophorése sur des gels de polyacrylamide de 7 a 10%
selon la méthode de Laemmli (Laemmli, 1970). Par la suite, les protéines ont été
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les sites non spécifiques sur la membrane
ont été bloqués par une solution de Tris-Base avec 5% de lait non écrémé ou contenant 5%
de BSA dépendamment de la protéine étudiée. Les membranes ont été incubées avec des
anticorps dirigés contre les protéines recherchées. L’acquisition de la chimiluminescence a
¢té réalisée par le VersaDoc et les images ont été révélées et analysées par le programme

QuantityOne (Bio-Rad Laboratoires, Mississauga, ON, Canada).
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Extractions d’ARN et analyses par PCR en temps réel

Les neutrophiles ont été¢ incubés en présence ou en absence de GM-CSF, avec ou sans

DMOG. L’ARN total a été extrait a partir de 107 cellules, en utilisant le TRIzol selon la

procédure définie par le manufacturier (Invitrogen). Un ng d’ARN isol¢ par échantillon a

_€té soumis a la transcription inverse en utilisant I’enzyme SuperScript 11 (Invitrogen). Les

oligonucléotides utilisés comme amorce (Ambion) sont décrits au tableau 2. Le niveau

d’expression des transcrits d’ARNm des génes inscrits dans le tableau a été évalué par une

analyse semi-quantitative par PCR en temps réel (Real-time PCR; RT-PCR) selon une

procédure déja décrite (Cloutier ef /., 2009).

Transcri

¢ ARNm Oligonucléotide forward Oligonucléotide reverse
1L-8 AGGAAGCTCACTGGTGGCTG TAGGCACAATCCAGGTGGC
Mip-la AGCTGACTACJ:TGAGACGAG CGGCTTCGCTTGGTTAGGA
Mip-1B CTGCTCTCCAGCGCTCTCA GTAAGAAAAGCAGCAGGCGG
MIP-3a TCCTGGCTGCTTTGATGTCA TCAAAGTTGCTTGCTGCTTCTG
TNFa TCTTCTCGAACCCCGAGTGA CCTCTGATGGCACCACCAG
IL-6 ACACCCCTCCCTCACAC GGTTGTTTTCTGCCAGTGC
IP-10 | TGAAATTATTCCTGCAAGCCAA CAGACATCTCTTCTCACCCTTC
TTT
TGF-B CAGCAACAATTCCTGGCGA AAGGCGAAAGCCCTCAATTT
VEGF CCAGGCCCTCGTCATTG AAGGAGGAGGGCAGAATCAT
MTG GCATTCCTGGGTCGTTAGAG | CAGCCACTGATTCCACCACCAC
MCL-1 TTCCAAGGCATGCTTCGG TCTGCTAATGGTTCGATGCAG
188 CGAGATCCCTCCAAATC TTCACACCCA TGACGAAC

Tableau 2. Séquences des oligonucléotides utilisés dans I’analyse par Q-PCR
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Analyse des cytokines par ELISA (enzyme-linked immunoabsorbent assay)

Les neutrophiles (3 x 10° cellules/600 pl) ont été cultivés dans des plaques de 12 puits &
37°C. Les surmageants cellulaires ont été prélevés, puis rapidement congelés dans 1’azote
liquide et conservés a -80°C jusqu’a leurs analyses. Les concentrations des cytokines et
chimiokines dans les surnageants ont ét¢ déterminées par ELISA en sandwich, en utilisant
les anticorps de capture et de détection fournis par R&D Systems. La procédure de
détection, capture et mesures a été réalisée suivant les instructions du manufacturier.
L acquisition des données et leur analyse ont été réalisées a I’aide d’un spectrophotomeétre

Vmax de Molecular Devices (California, USA) et du logiciel SoftMax® Pro.

Transfections transitoires par nucléofection

Les cellules «neutrophil-like» différenciées selon la procédure décrite ci-dessus ont été
lavées deux fois avec du PBS. 5 x 10° cellules ont été resuspendues dans 400 pl de solution
de nucléofection (trousse pour les cellules dendritiques de Amaxa Biosystems, Koln,
Germany). Le plasmide destiné a étre transfecté (5 pg d’ADNc/5 x 10°) a été mélangé avec
les cellules et incubé pendant 5 min a température ambiante. La suspension de cellules a été
placée dans une cuvette de nucléofection dont les électrodes étaient séparées de 4 mm. Les
cellules ont été nucléofectées suivant les paramétres du programme Q-01 (Amaxa
Biosystems). Les cellules nucléofectées ont été lavées une fois avec le milieu RPMI 1640
contenant 10% FCS et ensuite mises en culture 8 37°C dans une atmosphére normoxique

pendant 2 heures avant leur stimulation sous normoxie ou hypoxie.

Essais luciférase

Les cellules «neutrophil-like» nucléofectées en présence des plasmides décrits plus haut,
ont été cultivées sous normoxie ou hypoxie durant 6 heures, en présence ou en absence des

stimuli. L’arrét des stimulations a été fait par un double lavage au PBS 1X froid. Puis, les
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cellules ont été lysées pendant 15 min dans 100 pl de tampon de lyse (Reporter Lysis
Buffer, Promega Corp, Madison, WI, USA). Cette étape a été suivie d’une étape de
congélation-décongélation dans 1'azote liquide. Les lysats on été centrifugés pendant 10
min a 12000 x g. 20 ul de surnageant ont été utilisés pour la lecture de I’activité luciférase
selon les instructions du manufacturier (Promega), dans un luminomeétre Sirius (Berthold
Détection Systems, Pforzheim, Germany). Les données sont normalisées selon Pactivité de

la B-galactosidase et exprimées en unité relative de luciférase (URL).
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4, RESULTATS

4.1. Expression des protéines HIF chez les neutrophiles humains au repos en
normoxie

La détection des protéines HIF chez les ncutrophiles (PMN) a fait ’objet d’un nombre
restreint d’études, chez le poisson-zébre (Elks ez al., 2011), la souris (Schuster ef al., 2007,
Vissers ef al., 2007) et chez ’homme (Mecklenburgh ez al., 2002; Walmsley ez al., 2005).
Cependant, scule la protéine HIF-1a a ¢t¢ examinde, tandis que l’exp}ession des autres
protéines HIF n’a pas cncorc été établie. Par conséquent, nous avons déterminé le profil
d’expression des protéines HIF chez les PMN. Pour ce faire, des contenus en protéines de
lysats totaux des neutrophiles ont été analysés par immunobuvardage avec des anticorps
spécifiques pour chacunc des quatre sous-unités HIF-1o, HIF-2a, HIF-3a et HIF-1B. Un

lysat de la lignée cellulaire Jurkat nous a servi de contr6le positif.

Tel qu'illustré a la figurc 6, nous n’avons pas détecté une immunoréactivité spécifique pour
HIF-la (normalement a 120 kDa) comparativement aux lysats des lignées cellulaires
contrdles. Ce résultat a été validé par I’analyse avec deux anticorps différents. Le premier
anticorps était acheté de Santa Cruz Biotechnology (sc-10790 X), le deuxieéme de Novus
Biologicals (CAT NB100-134). Toutcfois, lc premicr anticorps (dc Santa Cruz
Biotechnology) a détecté une bande immunoréactive 1égérement plus haute que 120 kDa ct
qui peut étre interprétée a tort comme étant une bande correspondante a la protéine HIF-1a
(Figure 6). Cette observation était identique lors des analyses par immunobuvardage qui ont
été réalisées sur les échantillons de 43 donncurs participants. Nous avons procédé a
I’analysc du poids apparent de cette bande a 1'aide du programme Quantity Onc (Quantity
One 1-D Analysis Software, Biorad) : ceci a révélé un poids moléculaire de 136 kDa, qui

ne constitue pas le poids de migration prévu pour HIF-1a.

Ces résultats suggérent fortement que HIF-1a est absente chez les ncutrophiles humains, cn

normoxie et au repos.

Pour les autres protcines de la famille HIF, nous avons détecté des bandes immunordéactives
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qui correspondent aux poids moléculaires théoriques pour HIF-2a et HIF-1p, soient 120-
122 kDa et 56 kDa respectivement (Figure 6). Dans le cas de HIF-2q, il s’agit de deux
bandes spécifiques superposées, relativement faibles. Dans le cas de HIF-3a, nous avons
obtenu des résultats variables selon les différents donneurs. Dans une partie des
¢chantillons (8 donneurs sur 28), HIF-3a était absente. Pour le reste des échantillons (20),
nous avons détecté¢ deux bandes de migration de poids moléculaire moyens, pour lesquels
I’analyse effectuée par le logiciel Quantity One révele des poids de 60 kDa et 54 kDa
(Figufe 6). Selon les données du fournisseur de I’anticorps que nous avons utilisé pour
détecter HIF-3a (Santa Cruz Biotechnology, sc-28707 X), cet anticorps permet la détection
d’une forme de 73 kDa par immunobuvardage dans les lysats tissulaires du foie du rat et de
la souris. Nous signalons que la majorité des anticorps dirigés contre cette protéine et
disponibles commercialement détectent des bandes multiples de poids variables, qui
correspondent aux isoformes obtenues par épissage alternatif de I’ARNm de HIF-3a. Dans
ce cas, I'isoforme de HIF-3a de poids moléculaire de 73 kDa ne semble pas étre exprimée
sous normoxie chez les neutrophiles humains au repos. En conclusion, les neutrophiles
humains expriment constitutivement les protéines HIF-2a, HIF-1B et deux isoformes

courtes de HIF-3a tandis qu’ils n’expriment pas HIF-1a.
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Figure 6. Expression des protéines HIF chez les neutrophiles (PMN).

Les ncutrophiles fraichement isolés ont ¢té lysés et le contenu total en protéines HIF-1a,
HIF-2a, HIF-3a ct HIF-1p a ¢t¢ analysé¢ par immunobuvardage, comparativement aux
lysats totaux de Jurkat. 1x10° PMN/piste, 0.2x10° de HeLa ou HepG2/piste. Ces résultats
sont représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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4.2. Modulation par I'hypoxie ou I'inhibition des PHD par le DMOG des protéines
HIF chez les neutrophiles humains au repos

Les protéines HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a sont affectées par I’hydroxylation dépendante des
PHDs menant a la dégradation par le protéasome. Les PHDs sont inhibées par I’hypoxie et
le DMOG. Ainsi, la culturc ccllulaire sous ces conditions permet d'augmenter les niveaux
d’expression de ces trois protéines. Dans notre projet, nous voulions explorer 1’cffet suivant
un traitement au DMOG, ou sous hypoxie sur ’expression des HIFs chez les neutrophiles
humains. Dans le cas du DMOG, nous avons d’abord établi une dose réponse entrainant
I"apparition de HIF-la. Ainsi, des concentrations croissantes de DMOG ont été utilisées
lors de la misc en culture des PMN pendant 2 heures. Les lysats totaux des cellules ont
servi pour la détection de HIF-la par immunobuvardage (Figure 7A). Les résultats
indiquent que le DMOG induit fortement HIF-1aq, et ce, a partir d’'une concentration finale
de 1 mM. Par conséquence, nous avons choisi cette concentration pour réaliser toutes les

expériences ultéricures.

Ensuite, les neutrophiles ont été traités avec 1 mM de DMOG, ou cultivés en hypoxie
(0.7 % d°0.). Les cultures ont été maintenucs pendant 10, 30, 60, 120 ct 240 minutes. Le
contenu cellulairc a ¢été analysé par immunobuvardage afin de vérifier les nivcaux
d’expression des protéines HIF-la, HIF-2a et HIF-3a. L’analyse de HIF-18 n’a pas été
réalisée étant donné que cette protéine n’est pas modulée par I'inhibiteur des PHD, le
DMOG (Zhou et al., 2007). Les résultats de la cinétique au DMOG indiquent qu’il agit de
fagon précoce entrainant I’accumulation de quantités détectables de HIF-1a a partir de 30
minutes. Cet effet se prolonge jusqu’a 4 heures. Aucun changement notable dans les cas de

HIF-2a et HIF-3a n"a été percu (Figure 7B).

L’hypoxie favorise I'apparition de HIF-1a aprés deux heures de culture cellulaire (Figure
7C) et davantage apres 4 heures. Par ailleurs, nous avons constaté que I"hypoxie ne modifie

pas I'expression de HIF-2a.
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Figure 7. Effet du DMOG ou de ’hypoxie sur ’expression des protéines HIF chez les
neutrophiles humains

A) Les neutrophiles (PMN) ont été traités en absence (0) ou en présence de concentrations
croissantes de DMOG (mM), pendants 2 heures en normoxie, Les lysats totaux ont été
analysés par immunobuvardage pour leur contenu en HIF-la. 1 x 10® PMN/piste. Le
résultat est représentatif de 2 expériences indépendantes. B) Les PMN ont été traités en
absence (0) ou en présence de 1 mM de DMOG pour les temps indiqués. Les lysats totaux
ont été¢ analysés pour immunobuvardage pour vérifier leur contenu en HIF-la, HIF-2a,
HIF-3a et B-actine comme contrdle de chargement. 1 x 10° PMN/piste. Chaque résultat est
représentatif de 7 a 2 expériences indépendantes. C) Les PMN cultivés en normoxie (0) ou
en hypoxie (0.7 % d’Oz) pour les temps indiqués. Les lysats totaux ont été analysés par
immunobuvardage pour vérifier leur contenu en HIF-la, HIF-2a, HIF-1f et B-actine
comme controle de chargement. 1 x 10° PMN/piste. Le résultat est représentatif de 2 a 5
cxpériences indépendantes.
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Dans le cas de HIF-3a, nous avons obtenu des résultats variables selon trois groupes
distincts de donneurs (Figure 8). D’abord, le groupe des donneurs qui exprimait
constitutivement les deux formes de 60 et 54 kDa (5 donneurs) n’a pas présenté de
modifications des niveaux de HIF-3a en hypoxie (exemple du donneur 2, figure 8). Par
contre, un autre groupe de donncurs exprimant constitutivement HIF-3a a exprimé une
bande supplémentaire plus lourde, en hypoxic a 2 heures (3 donneurs). Nous appelons cette
forme HIF-3a-80 kDa : elle correspond a P'isoforme longue de cette protéine (exemple du
donneur 1, figure 8). Le dernier groupe (2 donneurs) n’exprime pas HIF-3a en normm;ie,

tandis qu’il I’exprime a partir de 1 heure sous hypoxie (exemple du donneur 2, figure 8).

Ainsi, bien que la stabilisation de HIF-1a en hypoxie et au traitement au DMOG semble
étre prolongée, elle est obtenue plus tardivement en hypoxie qu’avec le traitement au
DMOG. De plus, 'hypoxic et lc DMOG nc semblent pas avoir d’ceffets sur I’expression de
HIF-2a et les isoformes courtes de HIF-3a. Cependant, 1'expression de HIF-3a en hypoxic

semble étre variable d’un donneur a un autre.
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Figure 8. Effet de ’hypoxie sur la stabilité de la protéine HIF-3a chez les neutrophiles

Les neutrophiles (PMN) de donneurs différents ont été cultivés en normoxie (0) ou en
hypoxic (0.7 % d’0;) aux temps indiqués. Les lysats totaux ont ¢t¢ analysés par
immunobuvardage pour vérifier leur contenu en HIF-3a et B-actine (contrdle de
chargement). 1x10° PMN/piste. Le résultat pour chaque donneur est représentatif de 3
expériences (donneur 1), 5 expériences (donneur 2) et 2 expériences (donneur 3)
indépendantes.
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4.3. Effet des agonistes des PMN sur l'expression des HIF en présence ou en
absence d’hypoxie

Les neutrophiles humains cultivés en réponse a plusieurs agonistes modifient le contenu
cellulaire en protéines. Ces changements s’observent aussi bien pour les protéines
constitutivement exprimées, telles que les kinases (Aomatsu ez al., 2008; Fuxman et al.,
2008), les facteurs de transcription et les protéines synthétisées de novo (Aomatsu et al.,
2008). Nous nous sommes intéresses a 1’effet des stimulations des PMN par certains stimuli
inflammatoires, sur les quantités des protéines HIF. Ces stimuli activent les PMN, et
modulent les niveaux des protéines HIF, comme le LPS, TNFa, GM-CSF ¢t G-CSF chez
les macrophages. Nous avons donc cultivé des ncutrophiles en normoxie en présence de
100 U/ml de TNFa, | pg/ml de LPS, 10 nM de G-CSF ou 1nM de GM-CSF. Un autre
groupe a €té mis en culture sous hypoxie pendant 10, 30, 60, 120 et 240 minutes. Le
contenu cellulaire a ét¢ analysé par immunobuvardage pour les protéines HIF-1a, HIF-2q,
HIF-3a et HIF-1B. Aucun des stimuli n’a induit une stabilisation de HIF-la ou un
changement des niveaux constitutifs de HIF-2a et et HIF-1B sous normoxie, méme a des
durées prolongées (Figure 9 a 12). Par contre, nous avons détecté une quantité importante
de la HIF-3a de 80 kDa aprés 4 heures de stimulation avec G-CSF (Figure 9), GM-CSF
(Figure 10) ¢t TNFa (Figure 12), sauf cn présence de LPS (Figure 11). De fagon
intéressante, nous avons noté une bande de migration plus tardive pour HIF-1p a 4 heures
pour les trois agonistes G-CSF, G-CSF et TNFa (Figure 9, 10 et 12). Cette bande était

absente en présence de LPS (Figure 11).

Nous avons vérifié si la présence simultanée de 1’hypoxie et des stimuli comme G-CSF,
GM-CSF, LPS ou TNFa, module les niveaux des protéines HIF. Nous avons remarqué une
augmentation des nivecaux de la protéine HIF-1a dans les cellules cultivées en hypoxic, en
présence de ces agonistes (Figures 9 a 12), comparativement aux cellules cultivées sous
normoxie en présence de ces agonistes. Par contre I’association de 'hypoxie et I’un des
trois agonistes G-CSF, GM-CSF ou TNFa n’a pas permis [’apparition de HIF-3a de 70 kDa
ou la bandc de migration tardive de HIF-1B augmentée par les agonistes sculs. De plus, Ics

nivcaux d’expression de HIF-2a ne sont pas modifiés. Nous concluons que sous normoxic,
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les agonistes LPS, TNFa, GM-CSF, G-CSF ne stabilisent pas HIF-1a et ne modifient pas
les niveaux de HIF-2a et des deux formes courtes (54 et 60 kDa) de HIF-3a. Par contre,
TNFa, GM-CSF et G-CSF semblent induire I’apparition d’une forme longue de HIF-3a (80
kDa). En hypoxie, LPS, TNFa G-CSF et GM-CSF agissent en synergie pour stabiliser
davantage HIF-1a.
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Figure 9. Effet de I’hypoxie sur I’expression des protéines HIF chez les neutrophiles
humains en réponse au G-CSF.

Les neutrophiles (PMN) ont été cultivés aux temps indiqués en normoxic ou en hypoxic cn
absence (0) ou cn présence de 10 nM de G-CSF. Les lysats totaux ont ¢té analysés par
immunobuvardage pour vérifier leur contenu en HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a, HIF-1B. 1 x 10°
PMN/piste. Chaque résultat est représentatif de / a 2 expériences indépendantes.
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Figure 10. Effet de I’hypoxie sur I’expression des protéines HIF chez les neutrophiles
humains en réponse au GM-CSF.

Les neutrophiles (PMN) ont été cultivés aux temps indiqués en normoxie ou en hypoxie en
absence (0) ou en présence de | nM de GM-CSF. Les lysats totaux ont été analysés par
immunobuvardage pour vérificr leur contenu en HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a, HIF-1B. 1 x 10°
PMN/piste. Chaque résultat est représentatif de 7 a 2 expériences indépendantes.
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Figure 11. Effet de ’hypoxic sur Pexpression des protéines HIF chez les neutrophiles
humains en réponse au LPS. '

Les neutrophiles (PMN) ont été cultivés aux temps indiqués en normoxie ou en hypoxie en
absence (0) ou en présence de 1 pg/ml de LPS. Les lysats totaux ont été analysés par
immunobuvardage pour vérifier leur contenu en HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a, HIF-1B. 1 x 10°
PMN/piste. Ce résultat cst représentatif de / a 3 expériences indépendantes.
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Figure 12. Effet de ’hypoxie sur ’expression des protéines HIF chez les neutrophiles
humains en réponse au TNFa.

Les neutrophiles (PMN) ont été cultivés aux temps indiqués en normoxie ou en hypoxie en
absence (0) ou en présence de 100 U/ml de TNFa. Les lysats totaux ont été analysés par
immunobuvardage pour vérifier lcur contenu en HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a, HIF-1B. 1 x 10°
PMN/piste. Chaque résultat est représentatif de / a 3 expériences indépendantes.
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4.4. Activation des protéines HIF sous hypoxie chez les neutrophiles humains

L’activation du facteur HIF passe par deux étapes, qui sont la stabilisation de la sous-unité
HIF-a dans le cytoplasme et la translocation au noyau, suivies de sa dimérisation avec HIF-
1B (Gorlach, 2009). Le complexe se lic a ’ADN sur la séquence HRE. Dans notre étude,
nous avons v¢érifié la distribution cellulaire des protéines HIF, ainsi que ’activité de liaison

a’ADN.

Pour étudicr la distribution cellulaire des protéines HIF chez les neutrophiles, nous avons
réalisé des fractions cytoplasmiques et nucléaires, et des lysats totaux de PMN. En premier
lieu, la méthode de fractionnement utilisée dans notre laboratoire, la cavitation a 'azote
(McDonald ef al., 1997) s’est avérée inefficace pour détecter les protéines HIF, de méme
qu’avec le fractionnement des cellules basée sur la lyse au détergent Nonidet P-40 (NP-40)
(Figure 13). Conformément aux résultats des sections 4.1 et 4.2, nous avons observé que
HIF-1a est absente des lysats des cultures témoins en normoxie (Figure 13), et HIF-2a est
constitutivement exprimée (Figure 13). Apres 4 heures de culture en hypoxie, nous avons
détecté¢ unc bande correspondant @ HIF-la (Figure 13). Cependant, HIF-l1a n’est pas
détectée dans les fractions cytoplasmiques et nucléaires des échantillons hypoxiques
obtenus aussi bien par la cavitation a ’azote que par la lyse au NP40. Cette observation
s’applique également dans le cas de HIF-2a. Cependant, les isoformes de poids
moléculaires faibles de HIF-3a semblent étre cytoplasmiques au repos et en hypoxie. Ceci
laisse supposer que les deux méthodes de fractionnement exposent les protéines HIF-1a,
HIF-2a a la dégradation, et seule HIF-3a semble étre protégée de cet effet. Nous n’avons
pas procédé a des analyses ultérieures pour trouver une solution a ce probléme de détection.
Ces résultats peuvent expliquer la raison pour laquelle il nous a ét¢ impossible de détecter
une liaison significative et spécifique du complexe HIF a un site HRE par gel de rétention

(non montré).
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Figure 13. Distribution ccllulaire des protéines HIF chez les neutrophiles (PMN)
exposés ou non a ’hypoxie.

Les PMN ont été cultivés en normoxie ou en hypoxie pendant 4 heures. Les lysats totaux
(Tot) ont été obtenus par la lyse a la chaleur dans du Laemmli 1X. Les fractions
cytoplasmiques (Cyto) et nucléaires (Noy) ont été obtenues par la lyse au NP40 (NP40) ou
la cavitation a I'azote (Bomb). Les lysats et fractions ont été analysés pour leur contenu en
protéines HIF-1a (A), HIF-2a (B) et HIF-3a (C) par immunobuvardage. 1 x 10° PMN/piste
(Tot), 1 x 10° PMN/piste (Cyto) et 1 x 10° PMN/piste (Noy). Ces résultats sont
représentatifs de 1 a 3 expériences indépendantes.
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4.5. Influence de I'hypoxie/DMOG sur la sécrétion des cytokines par les
agonistes chez les neutrophiles humains

L’activation de HIF-I au cours de I’inflammation meéne a I"expression et a la sécrétion de
cytokines proinflammatoires, telles que IL-6, IL-8 et TGF-P chez plusieurs types cellulaires
(Hellwig-Burgel er al., 2005). Pour les ncutrophiles (PMN) qui représentent unc source
importantc de cytokines et chimiokines, on ignore si I’hypoxic régule la production de ces
médiateurs ou si le HIF gére I'expression de leurs geénes. Nous avons donc vérifié la
régulation de la sécrétion des cytokines dans les neutrophiles humains sous hypoxie
comparativement aux ncutrophiles sous normoxic. Nous avons choisi d’étudicr sept
cytokines proinflammatoires, dont la production par les ncutrophiles a été confirmée par
plusieurs travaux, a savoir 1L-8 (Bazzoni er al., 1991), MIP-1a/1B (Kasama et al., 1993 ;
Kasama et al., 1994), MIP-3a (Scapini ef al., 2001), IP-10 (Cassatella et al., 1997) et 1L-6
(Palma et al, 1992). Parallélement, nous avons ecxaminé le profil sécrétoirc des
ncutrophiles cultivés sous hypoxic en présence d’agonistes stimulant la production des
cytokines et chimiokines chez les neutrophiles, a savoir LPS, PGN, GM-CSF et G-CSF.
Notons également que ces stimuli peuvent se retrouver dans plusieurs sites inflammatoires
hypoxiques. De plus, ils entrainent I’accumulation des protéines HIF et leur activation chez
certains types cellulaires (Eubank et al., 2011; Liu er al., 2010; Roda et al., 2012;
Sumbayev er al., 2012; Westra et al., 2010; Yao er al., 2008).

Ainsi, nous avons cultivé les neutrophiles en présence ou en absence d’agonistes sclon trois
groupes expérimentaux : le groupe témoin en normoxie, le groupe ¢tudié sous hypoxice,
avec stimulation et exposition en hypoxie concomitantes, et le groupe traité avec 1 mM de
DMOG. Cc dernier groupe sert a comparer les effets a ceux induits par 1’hypoxic. Notons
que le DMOG est considéré comme une condition chimique qui mime I’hypoxie (Cartee et
al., 2012; El Guerrab et al., 2011; Elvidge ez al., 2006, Groenman ez al., 2007). Par la suite,

nous avons analys¢ les surnageants des cultures cellulaires par ELISA.

Tel que démontré aux figures 14 a 19, les neutrophiles normoxiques au repos ne sécrétent

pas de chimiokines sauf des quantités détectables d’IL-8. Une stimulation par le G-CSF
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favorise uniquement la libération de MIP-3a (Figure 14). Les agonistes GM-CSF, LPS et
PGN induisent la sécrétion de 1L-8, MIP-la, MIP-1B et MIP-3a selon des cinétiques
caractéristiques pour chaque stimulus (Figures 15, 16 et 17 respectivement). L’IP-10 est
sécrétée chez les PMN en réponse aux costimulations a I'INFy et le GM-CSF, LPS ou
TNFa. mais pas en réponse au G-CSF (Figure 18). Dans le cas d’IL-6, les données de la
littérature sont encore controversées, vis-a-vis la capacité du neutrophile humain a exprimer
son gene. Dans notre cas, les niveaux induits en réponse aux GM-CSF ou G-CSF sont
faibles comparativement a I’induction par LPS, PGN ou TNFa (Figure 19). Nous avons
remarqué qu’en présence d’hypoxie seule, les PMN produisent des quantités détectables de
MIP-3a de fagon soutenue dans le temps (Figure 14 a 17). Par ailleurs, nous n’avons pas
détecté 1L-8, MIP-10/1B, MIP-3B, IL-6 et IP-10 (Figure 14 a 17). Notons que les cellules
traitées au DMOG ne produisent aucune des chimiokines étudiées, y compris le MIP-3a

(Figure 14 a 17, et 19).

En associant les agonistes a I’hypoxie, nous constatons que les profils de sécrétion des
chimiokines, pour chacun des agonistes en normoxie (figures 14 a 19 et tableau 3), sont
modulés au moins pour une des cytokines étudiées. Par exemple, alors que la production
d’IL-8 par GM-CSF n’est pas modifiée (figure 15), nous observons que le G-CSF permet sa
libération (figure 14). L hypoxie abolit les niveaux induits d’IL-8 par les LPS et PGN
(figures 16 et 17). Inversement, nous avons trouvé que I’hypoxie renforce la sécrétion de
MIP-la par LPS, PGN et GM-CSF (figures 15 a 17), alors que la capacité du GM-CSF a
induire la production de MIP-18 est fortement amoindrie par 1’hypoxie (figure 15), et
I’induction par LPS et PGN est augmentée (figures 16 et 17). De plus, MIP-3a qui est
détectée en présence d’hypoxie seule voit sa production diminuée par le G-CSF, et
augmentée par LPS, PGN et GM-CSF (Figure 14 a 17). Dans ces cas, nous remarquons une
sécrétion élevée et précoce suivie d’une diminution progressive jusqu’a un retour a la
valeur initiale aprés 24 heures. Dans le cas d’lL-6, ’hypoxic semble augmenter la
production de cette cytokine dépendante de la stimulation par G-CSF et PGN (Figure 19).
Sinon, elle est diminuée en présence de LPS, TNFa et GM-CSF. Enfin, pour vérifier I’effet
de I’hypoxie sur la production d’IP-10, nous avons costimulé les neutrophiles avec I’INFy

et P'un des agonistes G-CSF, GM-CSF, LPS ou TNFa. La présence d’INFy cst
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indispensable a la production d’IP-10 en réponse au LPS et TNFa (Cassatella er al., 1997).
La nécessité de la costimulation a 'INFy et G-CSF ou GM-CSF pour produire I’IP-10 chez
les neutrophiles n’est pas encore vérifiée. Selon nos résultats, ’hypoxie favorise la
production d’IP-10 en réponse a LPS ou TNFa seules, mais pas en réponse au GM-CSF
(Figure 18). Cependant, I’hypoxie ne semble pas modifier les niveaux de production d’1P-
10 comparativement a ceux obtenus sous normoxie, en costimulation par 'INFy et les
quatre agonistes (Figure 18). Concernant la sécrétion des cytokines en réponse aux quatre
agonistes associés au traitement par le DMOG (Figures 14 a 17, et 19), encore une fois,
nous signalons la non-ressemblance des effets induits par cette molécule et ceux réalisés
par I'hypoxie. Ces résultats montrent que 'hypoxie module les mécanismes de production
des cytokines IL-8, MIP-10/1B, MIP-3a, IL-6 et IP-10, en favorisant la sécrétion de
certaines d’entre elles et en diminuant d’autres de fagon spécifique pour chaque stimulus

(tableau 3).
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Figure 14. Effet de ’hypoxie ou du DMOG sur la production des chimiokines par le
G-CSF chez les neutrophiles.

Les neutrophiles ont été stimulés par 10 nM de G-CSF, en normoxie ou en hypoxie, ou
avec 1 mM de DMOG, pour les temps indiqués. Les cytokines IL-8, MIP-1a, MIP-1J et
MIP-3a ont ét€¢ mesurées dans les surnageants par ELISA. Le résultat de la mesure de
MIP-3a représente une scule expérience. Les résultats des mesures de 1L-8, MIP-1a, MIP-
1B représentent la moyenne + SEM de 2 a 5 expériecnces indépendantes réalisées cn
duplicata. La signification statistiquc a ét¢ déterminée par un ANOVA double (*** =p <
0.001 par rapport au stimulus en normoxie).
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Figure 15. Effet de Phypoxie ou du DMOG sur la production des chimiokines par lec

GM-CSF chez les neutrophiles.

Les neutrophiles ont été stimulés par | nM de GM-CSF en normoxie ou en hypoxie, ou
avec 1 mM de DMOG, pour les temps indiqués. Les cytokines IL-8, MIP-1a, MIP-1§ et
MIP-3a ont étaicnt mesurées dans les surnageants par ELISA. Le résultat de 1a mesure de
MIP-3a représente une seule expérience. Les résultats des mesures de IL-8, MIP-la et
MIP-1f représentent la moyenne + SEM de 2 a 3 expériences indépendantes réalisées en
duplicata. La signification statistique a été déterminée par un ANOVA double (** — p <

0.01 par rapport au stimulus en normoxie; *** —

normoxie).

p < 0.001 par rapport au stimulus en
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Figure 16. Effet de Phypoxic ou du DMOG sur la production des chimiokines par le

LPS chez les neutrophiles.

Les neutrophiles ont été stimulés par 1 pg/ml de LPS en normoxie ou en hypoxie, ou avec |
mM de DMOG, pour les temps indiqués. Les cytokines IL-8, MIP-1a, MIP-18 et MIP-3a
ont €taient mesurées dans les surnageants par ELISA. Le résultat de la mesure de MIP-3a
représente une seule expérience. Les résultats des mesures de IL-8, MIP-l1a et MIP-11
représentent la moyenne + SEM de 2 a 3 expériences indépendantes réalisées en duplicata.
La signification statistique a été déterminée par un ANOVA double (** = p < 0.01 par
rapport au stimulus en normoxie; *** = p < 0.001 par rapport au stimulus en normoxie).
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Figure 17. Effet de ’hypoxie ou du DMOG sur la production des chimiokines par le
PGN chez les neutrophiles.

Les ncutrophiles ont été stimulés par 1 pug/ml de PGN en présence ou en absence
d’hypoxie, ou avec | mM de DMOG, pour les temps indiqués. Les cytokines 1L-8, MIP-1q,
MIP-18 et MIP-3a ont étaient mesurées dans les surnageants par ELISA. Le résultat de la
mesure de MIP-3a représente une seule expérience. Les résultats des mesures 1L-8, MIP-1a
et MIP-1p représentent la moyenne + SEM de 2 a 3 expériences indépendantes réalisées en
duplicata. La signification statistique a été déterminée par un test ANOVA double (** =p <
0.01 par rapport au stimulus cn normoxic; *** = p < 0.001 par rapport au stimulus en
normoxie).
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Figure 18. Effet de P’hypoxie sur la production d’IP-10 par les agonistes des
neutrophiles humains.

Les ncutrophiles ont ét¢ costimulés avec 100 U/ml d'INFy ¢t 10 nM de G-CSF, 1 nM de
GM-CSF, | pug/ml de LPS ou 100 U/ml de TNFa, en normoxie ou en hypoxie pendant 8
heures. La chimiokine IP-10 a ét¢ mesurée dans les surnageants par ELISA. Ce résultat est
représentatif de 2 expériences réalisées séparément. Les résultats des mesures représentent
la moyenne + SEM de 2 expériences indépendantes réalisées en duplicata. La signification
statistique a été déterminée par un test ANOVA double (* = p < 0.05 par rapport au
stimulus cn normoxic; ** = p < 0.01 par rapport au stimulus en normoxie).
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Figure 19. Effet de I’hypoxie ou du DMOG sur la production de I'lL-6 par les
agonistes des neutrophiles.

Les neutrophiles ont été stimulés avec 10 nM de G-CSF, 1 nM de GM-CSF, 1 pg/ml de
LPS ou 100 U/ml de TNFa, en normoxie ou en hypoxie, ou avec | mM de DMOG, pendant
4 heures. La cytokine IL-6 a été¢ mesurée dans les surnageants par ELISA. Ce résultat
correspond a une seule expérience. Les résultats représentent la moyenne + SEM du
duplicata. La signification statistique a été déterminée par un test ANOVA double (* = p <

0.05 par rapport au stimulus en normoxie; ** = p < 0.01 par rapport au stimulus en
normoxie).



72

Cytokine G-CSF GM-CSF LPS PGN
IL-8 Augmentée Non modulée Diminuée Diminuée
MIP-1a Non modulée Augmentée Augmentée Augmentée
MIP-18 Non modulée Diminuée Augmentée Augmentée
MIP-3a Augmentée Diminuée biphasique* biphasique*
1L-6 Augmentée Diminuée Diminuée Augmentée
IP-10 Diminuée Diminuée Non modulée | Non modulée

Tableau 3. Modulation de la sécrétion des cytokines et chimiokines par I’hypoxie chez
les neutrophiles humains.

* Nous désignons par la modulation biphasique un profil de sécrétion caractérisé par la
présence d’une phase sécrétoire courte et ample suivie d’une diminution drastique plus
soutenue dans le temps.
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4.6. Induction de l'expression des transcrits d’ARNm des cytokines par le
DMOG/GM-CSF

Cetle partie des résultats a été réalisée avant que les résultats de la section 4.5 soient
finalisés. [En conséquence, les effets différents du DMOG et de I’hypoxie sur la production
des cytokines n’était pas connus. Nous avons vérifié si le DMOG affecte ’expression de
geénes, et nous avons examiné son influence sur les niveaux des transcrits d’ARNm des
cytokines étudiées. Nous avons vérifié les transcrits d’ARNm de génes qui contiennent
dans leurs régions promotrices des séquences HRE et peuvent ainsi potentiellement
répondre au HIF. Ces génes comprennent les cytokines IL-6, TNFa, IL-1B, et TGF B (Kim
et al., 2007; Nishi et al., 2004; Pfafflin er al., 2006; Ryu er al., 2011), ainsi que lecs
chimiokines 1L-8, MIP-1a, MIP-1B, MIP-3B et IP-10 (Hatfield er a/., 2010; Kim et al.,
2006). Nous avons également mesuré un géne cible de HIF-1, le VEGF (Ahluwalia ef al.,
2012). Tous ces génes sont exprimés par les neutrophiles humains, en conditions
inflammatoires. Dans notre ¢tude, nous nous sommes concentreés sur la stimulation au GM-
CSF qui peut étre impliqué dans la stabilisation de I'ARNm chez les neutrophiles, par un
mécanisme dépendant de mTOR (Lehman er af., 2003). Le GM-CSF entraine la
phosphorylation de deux résidus tyrosines et une sérine aux positions 421, 389 et 424
respectivement, ce qui augmente [activité de la protéine p70S6K ct ainsi la traduction
(Gomez-Cambronero et al., 2003). De plus, Ie GM-CSF module les génes analysés chez les
neutrophiles humains ou murins. Les génes affectés par le GM-CSF sont TNFa (Choi ef
al., 2008; Quayle et al., 1994), IL-1B (Choi et al., 2008; Oudijk e al., 2005), IL-8 (Oudijk
et al., 2005), MIP-1a (Oudijk et'al.. 2005), MIP-1B (Oudijk et al., 2005), MIP-3B (Mclani
et al., 1993; Quaylc et al., 1994), 1P-10 (Mclani et al., 1993; Quayle er al., 1994) ct 1L-6
(Melani et al., 1993; Quayle ef al., 1994). Nous avons également analysé le géne codant
pour la protéine Myeloid translocation gene (MTG) comme contrdle négatif car il est non
modulable par lc GM-CSF, et le géne MCL-1, qui est induit par lc GM-CSF, comme

contrdle positif (Derouct ef al., 2004).

Les cellules ont été traitées avec le DMOG en présence ou en absence de GM-CSF. Tel
qu’indiqué a la figurc 20, la stimulation au GM-CSF augmente les transcrits de tous les

geénces sauf MIP-3B ¢t MTG. Le DMOG induit fortement 1’cxpression dcs transcrits VEGF,
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MTG, MCL-1, TGF-B et IL-6, et de fagon moindre les transcrits IL-183, IP-10, TL-8, MIP-
la, MIP-1B et TNFa. Par ailleurs, la co-stimulation avec le DMOG et GM-CSF meéne a
trois groupes d’expression des niveaux des transcrits. Un premier groupe englobe les
transcrits VEGF, IL-6, MCL-1 et MTG. 1l s’agit de transcrits ARNm qui sont augmentés
par le DMOG, tandis que I’association au GM-CSF entraine une diminution. Le deuxiéme
groupe est composé des transcrits 1L-8, MIP-1a, MIP-18, TNFa et TGF-B : dans ce cas, on
assiste a une synergie entre le DMOG et GM-CSF. Enfin, les transcrits IP-10 et IL-1f sont
induits par le GM-CSF tandis que le DMOG exerce un effet inhibiteur partiel sur leur
induction. Par contre, le transcrit MIP-3 n’est pas induit par cette molécule. Dans le cas
d’IL-8 et IL-6, I’induction suit Paugmentation des niveaux des deux protéines détectées par
ELISA. Globalement, ces résultats démontrent que le traitement au DMOG, qui stabilise
HIF-1a, s’accompagne d’une modulation des transcrits d’ARNm de plusieurs génes régulés

par HIF-1.



75

GM-CSF+DMOG GM-CSF+ DMOG GM-CSF+ DMOG GM-CSF+ DMOG
DMOG DMOG
GM-CSF GM-CSF GM-CSF GM-CSF
CrRL CTRL CTRL CTRL
om0 w0 e 0 100 200 300 ¢ s 100 150 0 20 40 60 8 100
Expression retative de |ARNm d'iL-8 Exprossion relatve de 'ARNm de MIP- 13 Expression refative ge LARNM de MiP-ta

Expression relative de ' ARNm de MIP-3a

GM-CSF+ DMOG GM-CSF+ DMOG GM-CSF+ DMOG GM-CSF+ DMOG
DMOG DMOG DMOG DMOG
GM-CSF GM-CSF GM-CSF GM-CSF
CTRL CTRL CTRL CTRL
T C 0 40 60 80 0 20 40 60 0 20 “ 80
Expression reiative de FARNm de TNF o Fxprossion talaive de FARNm J1l -6 Expression relative de fARNm d'IP-10 Expression relative de 'ARNM de TGF-8
GM-CSF+ DMOG GM-CSF+ DMOG
GM-CSF+ DMOG GM-CSF+ DMOG
DMOG DMOG
DMOG
GM.CSF GM-CSF
GM-CSF GM-CSF
H CTRL
CTRL L L
[} 00 200 300 400 0 50 100 150
N . 0 50 100 150
Expression reiative de "ARNm de VEGF Expression refative de 'ARNm diL-18
Expression relative de 'ARNM de MTG Expression relative de 'ARNm de MCL-1

Figure 20. Effet du DMOG sur I’expression induite par le GM-CSF des génes de
cytokines/chimiokines chez le neutrophile humain.

Les neutrophiles ont été cultivés en absence (ctrl) ou en présence de 1| mM de DMOG, avee
ou sans 1 nM de GM-CSF, pendant 3 heures. L’ARN total a été isolé, et aprés transcription
inverse les transcrits ont été analysés par PCR en temps réel. Les valeurs ont été normalisées
a I’ARN ribosomal 18S et sont présentées sous forme d’une expression relative aux cellules
non stimulées. Le résultat représente une seule expérience.
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4.7. Effets de I'hypoxie sur les protéines des voies de signalisation
intracellulaire exprimées chez les neutrophiles humains

Les mécanismes moléculaires de P'expression génique et de la production des cytokines
sont spécifiques a chaque type cellulaire. Ils dépendent, entre autres, de facteurs de
transcription et/ou de voies de signalisation intracellulaircs impliquant des kinases
(Cassatclla, 1995; Lang, 2005). Considérant 1’cffet modulateur de I’hypoxie, il est possible
que ces protéines soient différemment mobilisées chez les neutrophiles humains, ce qui
engendrerait le changement du profil sécrétoire des chimiokines étudiées. Chez les PMN, il
reste a confirmer le réle régulatcur de certaines voies de signalisation en hypoxic. Par
ecxemple, parmi les protéines que les PMN expriment, on note que celles de la cascade INK
qui active AP-1 dans d’autres types cellulaires n’ont pas de role confirmé dans la
production des cytokines (Cloutier ef al., 2003), tandis que les MAPK MEK (Cloutier
2007 ; Aomatsu et al., 2008), MAPK p38 (Cloutier 2007 ; Fukuzono er al., 2010),
PI3K/AKT (Fortin ez al., 2011a; Montecucco et al., 2008), ainsi que les protéines activant
le facteur de transcription NF-kB (Ear ef al., 2010) et les facteurs de transcription STAT
(Fukuzono et al., 2010) et C/EBP (Cloutier et al., 2009) régulent plusieurs cytokines et
chimiokines. Plusicurs travaux ont démontré que ces voies dec signalisation ct factcurs de
transcription sont mobilisés cn hypoxic dans d’autres types cellulaires et constituent des
régulateurs cruciaux de la production des cytokines 1L.-6, IL-8, VEGF et MIP-1a/1B au
cours de la réponse cellulaire a I'hypoxie, notamment C/EBP (Min e7 ul., 2011), NF-xB
(Kim er al., 2006; Maxwecll et al., 2007), INK/AP-1 (Pfafflin er al., 2006; Yoshino ef al.,
2006), STAT (Decmaria et al., 2012; Yamaji-Kegan et al., 2009), MAPK ERK (Maroni et
al., 2007), MAPK p38 (Thobe et al., 2006; Xu et al., 2004) et PI3K/AKT (Gonsalves ef al.,
2010; Stegeman et al., 2012; Joung et al., 2003; Khandrika ef al., 2009; Laderoute ¢t al.,
2004; Wang er al, 2010). Nous avons donc vérifi¢ I'effet de I'hypoxic sur la
phosphorylation de ERK, AKT, JNK, MAPK p38, STAT1/3 ¢t C/EBP-P ct la dégradation
d’IxB-a, un événement indispensable a I’activation du facteur NF-xkB. Nous avons
également vérifié la stabilisation de HIF-l1a qui constitue la seule protéine HIF a étre
controlée de fagon récurrente par 'hypoxie dans notre ¢tude. De plus, HIF cst un facteur de
transcription qui est aussi impliqué dans ’expression des génes 1L-8, VEGF ct MIP-10/18

dans les monocytes et les cellules endothéliales (Gonsalves et Kalra, 2010; Kim er al.,
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2006). Nous avons cultivé les neutrophiles en hypoxie pour différents temps et vérifié les
quantités des protéines P-ERK, P-AKT, P-JNK, P-p38, P-STATI, P-STAT-3, P-C/EBP-§
ainsi que IxB-a et HIF-1a par immunobuvardage (Figure 21). En plus de la stabilisation de
HIF-1a aprés 2 heures, I'hypoxie modifie 1’état de phosphorylation des protéines ERK,
AKT, JNK et p38 a des temps variables, tandis que celle-ci ne modifie pas la quantité totale
d’IxB-a et n’induit pas la phosphorylation des STATI1/3. Dans le cas du C/EBP-B, le
résultat représente une scule expérience, et nécessite une étude ultérieure. Les
phosphorylations de ERK, JNK et p38 surviennent rapidement a partir de 30 a 60 minutes
d’hypoxie par rapport a la stabilisation de HIF-1a, et sont prolongées jusqu’a 4 heures. Par
ailleurs, la phosphorylation d’AKT est concomitante a I’apparition de HIF-1a. Notons que
la forme phosphorylée de JNK apparait de fagon transitoire entre 30 et 60 minutes et
disparait par la suite. Ces résultats montrent une activation de différentes voies de
signalisation intracellulaire chez les neutrophiles humains par I’hypoxie, soient précoce
(ERK, INK et p38) ou tardive (AKT). Aussi, I’absence de dégradation d’IxkB-a suggére une
activation du facteur NF-kB indépendante de cette voie, ou une absence totale de
I'activation de celui-ci. Ces observations supportent la complexité des mécanismes

cellulaires modulés par I’hypoxie chez les PMN.
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Figure 21. Effet de I’hypoxie sur les protéines des voies de signalisation intracellulaire
exprimées chez les neutrophiles humains

Les neutrophiles ont été cultivés sous hypoxie (0.7 % d’0O,) pendant 0, 10, 30, 60, 120 et
240 min. Le contenu des lysats totaux a été analysé pour vérifier I’état de phosphorylation
des protéines AKT, ERK, JNK, p38, STATI, STAT3 et C/EBP- ainsi que la stabilisation
de IkB-a et HIF-1a. Ces résultats sont représentatifs de 1 a 4 expériences indépendantes.
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4.8. Mécanismes cellulaires mobilisés par le G-CSF sous hypoxie

4.8.1. Effet de 'hypoxie sur la signalisation dépendante du G-CSF

Selon nos résultats, 'hypoxie favorise la production d’IL-8 par le G-CSF (Figure 14). Les
mécanismes controlant la production d’IL-8 en présence de G-CSF sont intéressants a
approfondir étant donné I’implication des deux molécules dans plusicurs pathologics
inflammatoires. Nous avons donc vérifié les voies de signalisation mobilisées par le G-CSF
seul ou en présence d’hypoxie. Les principales voies auxquelles nous nous sommes
intéressées sont les voies de STATI et STAT3, ERK, p38 et NF-xB. En effet, le G-CSF via
les STAT! et STAT3 régule la migration (Nguyen-Jackson er al., 2010), le chimiotactisme
(Panopoulos et al., 2006) ct la transcription du gene FcyRI du CD64 (Bovolenta er al.,
1996) chez les neutrophiles. En plus, le G-CSF phosphoryle ERK chez les neutrophiles
humains (Fukuzono et al., 2010). 1l est connu que le facteur NF-xB est un élément clé dans

la transcription du gene de I'IL-8 (Cloutier et al., 2007).

Pour ce faire, les cellules ont été stimulées a des temps variables avec 1 nM de G-CSF, en
normoxie ou en hypoxie. Nous avons démontré que le G-CSF en normoxie et en hypoxie
induit la phosphorylation rapide de STAT3 ainsi que celle des kinases ERK et p38 (Figure
22A). De plus, alors que la phosphorylation de ERK et p38 est soutenue, STAT3 est
phosphorylée de fagon transitoire et semble étre plus forte en hypoxie. Par ailleurs, nous

n’avons détecté ni la phosphorylation de STAT1, ni la dégradation d’IkB-a.

4.8.2. Effet de l'inhibition des STAT3 et p38 sur la production d’IL-8

Etant donné que le G-CSF conjointement a "hypoxie induit la phosphorylation de STAT3
et p38, nous avons exploré I’effet de I’inhibition de ces deux cascades de signalisation sur
la production d’IL-8 chez les PMN incubés en condition hypoxique et stimulés au G-CSF.
Ainsi, nous avons prétraité les neutrophiles avec les inhibiteurs SB203580 et le S31-201
qui ciblent les deux voies de signalisation p38 et STAT3 respectivement, avant de les

stimuler au G-CSF, en normoxie ou en hypoxie, pendant 8 heures. Tel que I'illustre la
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figure 22B, le prétraitement aux inhibiteurs pharmacologiques diminue la production d’1L-
8 en hypoxie et en normoxie. Le G-CSF semble impliquer Pactivation de p38 et STAT3

simultanément afin d’induire la production d’IL-8.
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Figure 22. Effet de P’hypoxie sur la signalisation mobilisée par G-CSF chez les

neutrophiles

A) Les ncutrophiles ont été cultivés avec ou sans stimulation au G-CSF a 10 nM, sous
normoxie ou hypoxic (0.7 % d’0;) aux temps indiqués. Les lysats totaux ont été analysés
pour vérifier la stabilisation ou la phosphorylation des protéines correspondantes. Ces
résultats sont représentatifs de 1-3 expériences séparées. B) Les neutrophiles ont été
préincubés avec des doses croissantes de SB203580 (haut) ou S31-201 (bas) pendant 15
min avant d'étre stimulés par 1 nM de G-CSF en normoxie ou en hypoxie. L’IL-8 des
surnageants ccllulaires a été dosée par ELISA. Les résultats représentent une seule

expérience réalisée en duplicata.
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4.8.3. Action autocrine des cytokines endogeénes dans la production d’IL-8
par le G-CSF sous hypoxie

Le G-CSF meéne a I'activation de p38 et STAT3 aussi bien en hypoxie qu’en normoxie.
Toutefois, dans la derniére condition, cette activation n’est pas accompagnée d’une -
production d’IL-8. 1l est donc clair que I'hypoxic favorisc la préscnce d’un troisicme
factcur cellulaire dont I'effet associatif a ccux de p38 ¢t STAT3 permet d’induire I'IL-8. Ce
facteur peut étre déja présent chez les neutrophiles stimulés au G-CSF sous forme inactive,
et I’hypoxie associée au G-CSF entraine son activation, ou alors son apparition et son

activation sont consécutives aux traitements combingés.

Nous remarquons que la production d’IL-8 par G-CSF dans les cellules incubées en
hypoxie est divisée en deux phases (Figure 14). La premiere, précoce, s’étale sur 4 heures.
La deuxi¢me plus tardive conduit a une libération soutenue de la chimiokine. Ce profil a été
rapporté dans certaines ¢tudes. Par exemple, en réponse au LPS ou a ’acide lipotéicoique
(Lipoteicoique acid ; LTA), les neutrophiles humains produisent I'IL-8 en deux phases
(Cassatella er al., 1993; Hattar ef al., 2006). La premicre cst obtenuc par un cffet direct du
LPS ou LTA sur la production d’IL-8. La deuxieme plus soutenue conduit a la libération
des quantités supplémentaires d’1L-8, dépendant de I’action autocrine jouée par le TNFa
endogéne (Cassatella er al., 1993; Hattar ef al., 2006). Le TNFa dans ce cas est séerété cn
réponsc a la stimulation au LPS ou LTA. Les expériences de ncutralisation par des
anticorps dirigés contre TNFa abolissent la deuxiéme phase de sécrétion (Cassatella er ul.,
1993; Hattar et al., 2006). A ce jour, il a été démontré que I’action autocrine a I’origine de
la libération d’IL-8 chez les neutrophiles peut étre exercée par TNFa, IL-18 ct 1L-1
endogéncs (Cassatclla er al., 1993; Hattar er al., 2006; Fortin et al., 2009). Nous avons
donc utilisé des anticorps neutralisants dirigés contre ces trois cytokines. Comme le
démontre la figure 23 A, la neutralisation de TNFa réduit la production d’IL-8, tandis que la
ncutralisation d’IL-18 ou IL-1 I’abolit. La viabilit¢ des cellules en présence des anticorps
n’¢tait pas modifide telle que vérifiée par le test d’exclusion au bleu de Trypan (résultats

non montrés).
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Nous avons ensuite voulu vénfier la présence de cytokines endogénes dans les surageants
des cultures cellulaires stimulées au G-CSF sous hypoxie. Nous avons commencé par
I’étude de la production de TNFa. Tel qu’indiqué a la figure 23B, le TNFa n’est pas produit
en normoxie en absence de stimulation et I’hypoxie induit sa production. G-CSF n’induit
pas la production de TNFa en normoxie. Par contre G-CSF diminue I'effet positif de

I’hypoxie sur la production de TNFa mais n’entraine pas son abolition.

Les neutrophiles cultivés sous hypoxie, en dépit de la présence de TNFa endogene,
n’induisent pas I'IL-8. Nous avons examiné si les neutrophiles en hypoxie répondent
différemment au TNFa exogéne. Ainsi, nous avons stimulé les neutrophiles avec le TNFa
et cultivé sous hypoxie (Figure 23C). Nos résultats indiquent que les neutrophiles
répondent au TNFa exogene en normoxie, en produisant des quantités importantes d’IL-8,
tel qu’il a été déja vérifié (Scapini er al., 2000 ; Zhang er al., 2002 ; Cloutier et al., 2005 ;
Kumar et al., 2010). En présence d’hypoxie, la production d’IL-8 semble étre amplifiée
précocement (& 4 heures) puis maintenue de fagon similaire a la normoxie sur 24 heures.
Dans ce cas, les neutrophiles cultivés sous hypoxie, en réponse au TNFa, conservent leur
propriété¢ de sécréter I'lL-8 en dépit d’une augmentation précoce des niveaux de

production.
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Figure 23. Mécanismes impliqués dans la production d’IL-8 par le G-CSF sous

hypoxie

A) Les neutrophiles ont ¢té stimulés avec 10 nM de G-CSF en normoxie ou en hypoxic, cn
présence ou en absence des anticorps neutralisants dirigés contre TNFa, IL-18 ou IL-1
pendant 8 heures. L’IL-8 des surnageants a été dosé par ELISA. Ces résultats sont
représentatifs de 1 a 3 expériences séparées. B) Les neutrophiles ont été cultivés aux temps
indiqués cn présence ou en absence d’hypoxic, avec 10 nM de G-CSF ou avee 100 U/ml de
TNFa (en bas). La sécrétion de TNFa (en haut) ct d’IL-8 (cn bas) a ¢té estimée par ELISA.
Les résultats sont la moyenne + SE de 2-3 expéricnces séparées.
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4.8.4. Voies mobilisées par le TNFa sous hypoxie

Les neutrophiles en hypoxie répondent par la production d’IL-8 aux stimuli exogenes
TNFa ou G-CSF. Cependant, le TNFa endogéne, bien que sa production soit augmentée en
hypoxic scule, n’induit pas la production d’IL-8. De plus, le G-CSF n’induit pas cette
production en normoxic. Les deux situations, soit G-CSF et hypoxie, ou bien TNFa
exogene et hypoxie, permettent de corriger ce manque en induisant la production d’IL-8.
Nous avons postulé que I'hypoxie et TNFo exogéne mobilisent les mémes voies de
signalisation que celles produites par G-CSF en hypoxie. Pour vérifier cette possibilité,
nous avons stimul¢ les neutrophiles sous hypoxic avec le TNFa. Nous avons analysé 1’état
d’activation des principales protéines affectées par TNFa chez les neutrophiles humains et
qui peuvent induire la production d’IL-8, soient p38, ERK, IxB-a et C/EBP-B (Ear er al,,
2007 ; Cloutier et al., 2009). Nous avons également vérifié la phosphorylation de STAT1 et
STAT3 dans un but de comparer cette réponse avec celle produite par le G-CSF sous
hypoxie (Figure 22A). Nous avons observé que I'hypoxie ne modifie pas 1’état de
phosphorylation de p38, ERK, C/EBP-B, STAT! et STAT3 (Figure 24). L’exception
touchait IxB-a, dont la dégradation semble étre plus soutenue sous hypoxie. Ceci suggére
que ces voies de signalisation ne sont pas affectées par ['hypoxic en réponse au TNFa ct
que les voies activées par G-CSF en hypoxie, en dépit de la présence de TNFa endogene,
ne sont pas semblables a celles mobilisées par le TNFa exogéne. Par ailleurs, en hypoxie,

il est possible que I’effet du TNFa endogéne soit induit en présence de G-CSF.
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Figure 24. Voies de signalisation mobilisées par le TNFa en présence de G-CSF ou
hypoxie

Les neutrophiles ont été stimulés par 100 U/ml de TNFa en normoxie ou en hypoxie aux
temps indiqués. Les lysats totaux ont été analysés pour vérifier ’expression des protéines
correspondantes. Ces résultats sont représentatifs de 1 expérience.
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4.9. Contribution de I'hypoxie dans l'activation du promoteur d’IL-8 chez les
neutrophiles humains sous conditions inflammatoires

Selon les résultats précédents, "hypoxie semble moduler la production d’IL-8 en réponse
aux G-CSF, LPS et TNFaq, tandis qu’elle n’a pas d’influence sur la réponse au GM-CSF.
Etant donné que HIF-la est stabilisée en hypoxic, et que son apparition précéde les
modifications observées au profil de production d’lL-8, nous voulions déterminer si cc
facteur régule Pexpression du géne d’IL-8 Pour ce faire, nous avons utilisé la lignée
cellulaire PLB-985, qui se différencie en cellules «neutrophile-like» en présence du DMSO.
Ces dernicres acquicrent plusicurs aspects morphologiques et fonctionnels similaires aux

ncutrophiles (Ear er al., 2008).

4.9.1. Expression de HIF-la dans les cellules PLB-985 durant Ila
différentiation en neutrophiles

Ainsi, nous avons traité les cellules PLB-985 non différenciées ou différenciées au DMSQO
sous hypoxic pendant 4 heures, ou suivant une cinétique de traitement au DMOG. Par la
suite, nous avons comparé ces deux groupes de cellules aux cellules normoxiques. La
lignée cellulaire HepG2 nous a servi de contrdle positif pour P'expression de HIF-la.
Comme nous pouvons le constater a la figure 25, les cellules PLB-985 non différenciées et
cultivées sous hypoxic pendant 4 heures n’expriment pas HIF-1a (Figure 25A). Par contre,
les cellules différenciées expriment des quantités détectables de cette protéine en hypoxie
(Figure 25A) ou en réponse au DMOG (Figure 25B), comme observé chez les neutrophiles

primaires.
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Figure 25. Réponses des cellules PLB-985 a I’hypoxie et au DMOG.

A) Les cellules PLB-985 non différentics (PLB) ou différenciées au DMSO (PLB-DMSO)
ont été cultivées en présence ou en absence d’hypoxie pendant 4h. Les lysats totaux ont été
analysés pour vérifier I'expression de HIF-l1a. Ce résultat représente 2 expériences
séparées. B) Les cellules PLB-985 différenciées au DMSO ont été traitées avec 1mM de
DMOG aux temps indiqués. Les lysats totaux ont ét¢é analysés pour vérifier ’expression de
HIF-1a. Ce résultat représente une cxpérience.



89

4.9.2. Activation différentielle du promoteur d’IL-8 chez les cellules PLB-985
différentiées en neutrophiles sous hypoxie en réponse aux stimuli
inflammatoires

Pour déterminer si I’hypoxie régule la transcription du géne d’IL-8, nous avons nucléofecté
les cellules avec le vecteur pGL3-1L-8-Luc. Ce vecteur contient une construction de la
luciférase dont I’activité dépend de la région promotrice (-1481 a +40) du géne d’1L-8. Par
la suite, les cellules «neutrophiles-like» ont été cultivées sous normoxie ou soumises a
I"hypoxie, en présence ou en absence des quatre agonistes G-CSF, GM-CSF, TNFa et LPS.
Les résultats sont présentés a la figure 26. En normoxie, Dactivité de la luciférase
correspondante au pGL3-IL-8 est stable, en présence de G-CSF, tandis qu’elle est
augmentée en réponse au GM-CSF, LPS ou TNFa. L’hypoxie seule augmente I'activité
basale du promoteur d’1L-8, G-CSF et LPS "augmente davantage. La stimulation par GM-
CSF est maintenue en présence d’hypoxie tandis qu’elle est abolie en réponse au TNFa.
Nous avons utilisé le plasmide pGL3-1L-8-1IREmut avec un promoteur dont le site IIRE est
muté (Kim er al/., 2006). En premier licu, en normoxie. nous avons remarqué que la
mutation du site HRE entraine une diminution des niveaux induits par LPS et TNFa. En
hypoxie, il est surprenant de constater que la mutation du site HRE maintient 1’expression
du promoteur induite par GG-CSF, tandis qu’elle diminue celle en réponse au LPS. La
mutation rend le promoteur insensible a ’action au TNFa en normoxic mais pas en hypoxie
(Figure 26). Finalement, en réponse au GM-CSF, la mutation HRE augmente les niveaux

induits en normoxie et en hypoxie comparativement au promoteur non muté.

Enfin, étant donné que le facteur de transcription NF-xB module I'activité du promoteur
d’IL-8 en réponse au LPS et TNFa, nous avons également testé son réle sous hypoxie.
Ainsi, nous avons utilisé le plasmide pGL3-1L-8-kBmut qui contient une mutation des
¢léments de liaison du NF-kB, et empéche sa régulation par NF-xB. La figure 26 indique
que la mutation du site NF-kB inhibe drastiquement.|’activité induite du promoteur d'IL-8
dans toutes les conditions étudiées. Dans le cas du LPS et TNFa, nos résultats concordent
avec nos résultats précédents montrant que NF-xkB est un facteur indispensable a
I’activation du promoteur d’'IL-8 (Cloutier er al., 2009, Ear et McDonald, 2008).

Autrement, cette réponse est inconnue dans le cas du G-CSF et GM-CSF.
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En résumé, nous concluons que 'activation du promoteur de I'TL-8 est différente en
normoxie et en hypoxie, et qu’elle est induite de fagon spécifique pour chaque stimulus. En
normoxie, HIF semble étre un activateur de la transcription dépendante du LPS et TNFa,
alors qu’il semble inhiber celle du GM-CSF. Sous hypoxie, il existe une activité de base qui
dépend conjointement des deux facteurs NF-xB et HIF. De plus, alors que HIF n’est pas
indispensable a I’activité du promoteur en condition G-CSF, il est un activateur dans le cas

du LPS et il inhibe les effets du GM-CSF et TNFa.

Ces résultats suggerent plusieurs conclusions. Premiérement, I’activité du promoteur d’I1.-8
en normoxie et en hypoxie est dépendante de NF-kB en présence de GM-CSF, LPS ou
TNFa et du G-CSF uniquement en hypoxie. Deuxiémement, le facteur HIF semble étre un
nouveau régulateur du promoteur d’IL-8, et la liaison de HIF a la séquence HRE exerce une
action variable selon le stimulus, activatrice dans le cas du LPS et TNFa et inhibitrice dans
le cas de GM-CSF. Troisiemement, la régulation du promoteur d’IL-8 semble étre
partiellement dépendante de HIF en normoxie et en hypoxie en réponse au LPS et GM-
CSF, tandis qu’elle est complétement dépendante du HIF dans le cas du TNFa. Pour le G-
CSF, en I’absence d’une activité du promoteur d’IL-8 et sa modulation en présence de

mutation IRE, il est clair que HIF ne semble pas jouer un role en normoxie et en hypoxie.
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Figure 26. Effet de I’hypoxie sur Pactivité du promotcurr d’IL-8 chez les PLB-985
différenciées en neutrophiles en réponse aux agonistes des neutrophiles.

Les PLB-985 neutrophile-like ont été nucléofectées avec un plasmide pGL3 porteur de
construction du géne de la luciférasc, sous la dépendance du promoteur de I'IL-8, sauvage
(wt), mutant au sitc HRE (AHRE) ou le sitc NF-kB (AxB). Aprés 2 heures de culture sous
normoxic, les cellules ont ¢té stimulées pendant 3 heures avee 10 nM G-CSF, 1 nM GM-
CSF, 1 pg/mL LPS ou 100 U/mL TNFa, en présence ou en absence d’hypoxie. Par la suite
les cellules ont été lysées et activité de luciférase a ét¢ mesurée. Les résultats représentent
la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes réalisées en duplicata. La signification
statistiquc a ét¢ déterminée par un test ANOVA double (* =p <0.05; ** = p <0.01; ¥** =
p <0.001).



5. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Le facteur de transcription HIF joue plusieurs réles dans la biologie des macrophages
(Takeda et al., 2010 ; Kim et al., 2010 ; Roda ef al., 2011), CDs (Bosco et Varesio, 2012;
Kohler et al., 2012), lymphocytes (Palazon er al., 2012; Ikejiri et al., 2012) et neutrophiles
(Walmsley er al, 2011). HIF régule la migration, la chimiotaxic, la survic ct lc
métabolisme énergétique des neutrophiles (Cramer er al., 2003; Walmsley er al., 2011). La
majorité des études sur HIF chez les neutrophiles ont été réalisées en utilisant des
stabilisateurs pharmacologiques de HIF-1a, comme le DFO et CoCl, (Mecklenburgh e al.,
2002 ; Kim er al., 2006 ; Walmesley er al., 2011) Par aillcurs, 1’cffet du stabilisateur naturel
de HIF, soit I’hypoxie, n’est pas bien connu. De plus, la régulation des autres protéines HIF
et I'activation du complexe HIF par les facteurs de croissance et les cytokines en normoxie
et en hypoxie n’ont pas été étudiées. Les résultats présentés dans ce mémoire contribuent a

caractériser le facteur HIF dans les ncutrophiles humains.

Expression des protéines HIF et leur modulation par ’hypoxic et Pinflammation

Il a ét¢ démontré que HIF-1la n’est pas détectée en normoxie dans le ncutrophile humain
(Mecklenburgh er al., 2002; Walmsley ef al., 2005). Toutefois, nous avons détecté chez
40 % des donneurs, une bande immunoréactive constitutive qui migre légérement plus haut
que le poids moléculaire normal de HIF-1a, soit de 130 kDa. 1l serait intéressant de vérificr
si cette bandce correspond a une forme plus longue de HIF-1a car cette forme est abondante
chez plusieurs donneurs. Cette forme ne semble pas éire régulée par 'activation des voies
de stress MAPK p38 et ERK en réponse au TNFa, IMLP, LPS ou GM-CSF (résultats non
montrés). Il a ét¢ démontré que des formes longues de HIF-1a peuvent étre induites suite a
son ubiquitinylation, cntrainant ainsi la migration plus lente de HIF-1a sur gels SDS-PAGE
(Li et al., 2005). Des isoformes plus longues de HIF-1a qui comportent 24 a 27 acides
aminés supplémentaires ont aussi été détectées, soient HIF-1al.2 chez les macrophages
murins (Ramanathan er a/., 2009) ct HIF-1al.3 chez les lymphocytes humains, (Lukashev
et al., 2001).
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Nous avons détecté HIF-2a en normoxie dans les neutrophiles humains au repos
contrairement aux résultats de Mecklenburgh er al. (2002). HIF-2a n’est pas détectée en
normoxie dans la majorité des cellules primaires. Toutefois, elle est constitutivement
expriméé dans plusieurs lignées cellulaires et dans les macrophages primaires dérivés de la
MO de souris (Rius ef al., 2008). HIF-l1a et HIF-2a ont une homologie faible de 48 %
(Bracken et al., 2006), ce qui est a origine d’une régulation variable des deux protéines.
Par exemple, il a ét¢ démontré que 1’enzyme F1I1 hydroxyle le domaine C-TAD de HIF-1a
et HIF-2a en normoxie avec une affinité plus grande pour HIF-la, dans les lignées
cellulaires Hela, 293T, COS-1, PC12, CACO2 et HepG2 (Bracken et al., 2006). En effet,
la séquence en acides aminés du C-TAD de HIF-la permet la formation d’une liaison
hydrogéne entre les deux valines 802 et 804 stabilisant I’interaction avec FIII. Une telle
liaison est absente sur le C-TAD de HIF-2a (Bracken et al., 2006). De plus, Peffet
stabilisateur de 1’hypoxie sur HIF-l1a et HIF-2a n’est pas similaire. Dans des cellules de
neuroblastomes, les niveaux de HIF-2a augmentent de fagon prolongée tandis que ceux de
HIF-1a augmentent de fagon transitoire, mais les mécanismes expliquant cette différence
sont encore inconnus (Holmquist ez al., 2005). 1l est donc possible que la régulation des

HIF-1a et HIF-2a soit également différente dans les neutrophiles humains.

Nous avons détecté des isoformes de I1IF-3a en normoxie. Dans la littérature, la
stabilisation de HIF-3a en normoxie a été associée & I'insuffisance de la dégradation
protéasomale. Par exemple, I'isoforme HIF-304 qui migre a 45 kDa ne contient pas un
ODDD et elle n’est pas sensible a 1'O,. Les 1soformes longues de HIF-3a possedent un
ODDD hydroxylé sur un seul résidu proline (en position 564) en normoxie et peuvent €tre
aussi bien sensibles que résistantes a I'action des PHD. De plus, HIF-3a peut résister a la
dégradation protéasomale suite a des modifications post-transcriptionnelles (comme la
phosphorylation et la glycosylation) ou au clivage post-traductionnel (Maynard et al.,
2005). Par conséquent, nous pensons que nos résultats doivent étre interprétés avec

prudence, surtout devant le manque de données sur HIF-3a.

En conclusion, 'expression de protéines l1IF-a chez les neutrophiles au repos laisse

supposer que des mécanismes spécifiques sont mis en jeu a Porigine de la stabilisation
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constitutive de ces protéines. L'élucidation de ces mécanismes nécessite des €tudes plus

détaillées.

L hypoxie stabilise HIF-1a chez les neutrophiles humains (Walmsley ez al., 2005) et selon
nos résultats (Figure 7C), elle ne change pas ’expression constitutive de HIF-2a et HIF-18.
Dans plusieurs types cellulaires, HIF-1a et HIF-2a sont stabilisées en normoxie par TNFa
(Déry et ul., 2005), LPS (Takeda ef al., 2010 ; Kuschel et al., 2012) et GM-CSF (Liu et al.,
2010 ; Lieral., 2011 ; Roda er al., 2012) et seule HIF-1a serait rapporté pour étre stabilisée
par G-CSF (Li et al., 201 1). Néanmoins, dans notre étude, ces agonistes n’ont permis ni la
stabilisation de HIF-la ni la modification de I'expression de HIF-2a en normoxie. Avec
TNFa, G-CSF ou GM-CSF en normoxie, nous avons observé 'apparition tardive (a 4
heures) d’une bande supérieure a la bande constitutive de HIF-1p. 1l est possible que cette
forme soit une forme plus lourde de HIF-1B. Par exemple, Alt ARNT est une vanante
obtenue par épissage alternatif d’HIF-1P (de 15 aa plus longue) (Kewley et Whitelaw,
2005). Des modifications post-traductionnelles de HIF-1B peuvent augmenter son poids
moléculaire telle que sa phosphorylation par les kinases CKII, PKC et PKA dans les COS-1
(Long er al., 1999 ; Levine er Perdew, 2001) et sa sumoylation par SUMO-1 (Tojo et al,
2002 ; Oshima et al, 2009). La stimulation des neutrophiles par les agonistes en hypoxie
semble induire une synergie de stabilisation de HIF-1a. Une telle synergie a ét¢ démontrée
dans la littérature en réponse au TNFa (Larsen ez al., 2012), LPS (Jantsch et al., 2008 ;
Brooks et al., 2010) et GM-CSF (Nissim Ben Efraim et al., 2010) tandis qu’elle n’est pas
encore vérifiée avec G-CSF. Pour HIF-3a, ’effet de I"hypoxie varie selon les donneurs,
mais les données de la littérature sur cette protéine sont insuffisantes et I'interprétation de

ces résultats nécessite des investigations plus approfondies.

Localisation cellulaire et activation des protéines HIF

Il a été démontré que I’hypoxie implique la translocation au noyau de HIF-1a, HIF-2a et
HIF-3a (Forristal er al., 2010; Jokilehto et al., 2006; Park et al., 2003). Selon nos résultats,
HIF-3a semble étre cytoplasmique et I’hypoxie ne modifie pas sa localisation (Figure 13).

Chez les cellules souches d’embryons humains, HIF-3a cst largement cexprimée au
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cytoplasme sous normoxie et hypoxie aigué, et seul 'hypoxie chronique entraine sa
translocation au noyau (Forristal er al., 2010). Nous n’avons pas pu étudier la localisation
cellulaire et la liaison a I’ADN de HIF car HIF-1a et [1IF-2a n’étaient pas détectables apres
la lyse par cavitation a |’azote. 1l est connue que cette méthode est privilégiée pour lyser les
neutrophiles et étudier leurs facteurs de transcription. En effet, cette méthode permet de
conserver I’intégrité des granules cytoplasmiques et protéger les protéines de la protéolyse.
Une autre méthode de lyse au détergent Nonidet P-40 (NP-40) a abouti a un résultat
identique. Contrairement & la lyse de cellules entiéres, ces deux méthodes nécessitent plus
de temps. Nous pouvons penser que HIF-1a stabilisée en hypoxie a subi une dégradation
protéasomale & cause de la réoxygénation des échantillons pendant la lyse. Plusieurs
auteurs étudiant HIF-1a ajoutent I’inhibiteur pharmacologique du protéasome, le MG-132,
aux échantillons hypoxiques a 1'¢tape d’arrét des stimulations et durant la lyse, afin de
préserver les quantités de HIF-1a stabilisées en hypoxie (Ungureanu et al., 2002). Or, le
MG-132 stabilise HIF-1a rapidement (Zhang et al., 2006 ; Kong et al., 2007). ce qui peut
modifier le role du protéasome dans la stabilisation de H1F-1a et peut fausser les résultats.
Pour ces raisons, nous n’avons pas utilisé ce traitement. L’absence de HIF-1a peut aussi
étre expliquée par les effets de certains réactifs contenus dans la solution de lyse. Par
exemple, 1'ajout du NaF (un inhibiteur des phosphatases) dans les extraits nucléaires ou le
traitement des cellules par le DTT diminue les niveaux de IlIF-1a (Wang et al., 1995b,
Carver et al., 2007). De plus, les niveaux de la protéine HIF-1a ainsi que la liaison de HIF a
1’ADN peuvent étre abolis par 1'utilisation de DTT (agent oxydant) (Palmer ez al., 2000). 11
est donc possible que ces deux molécules utilisées dans notre procédure de lyse (voir
matériel et méthodes) déstabilisent HIF-1a dans les lysats des cellules et affectent la liaison
a I’ADN du HIF dans les extraits nucléaires. Bien que nous utilisions ces produits dans la
lyse totale des cellules, nous n’avons pas vérifié si les quantités de HIF-la détectées
correspondent réellement aux quantités stabilisées par 1'hypoxie avant la lyse. Il serait
primordial d’optimiser le protocole de fractionnement cellulaire et ’extraction nucléaire

afin de comprendre la cause de I’absence de détection de HIF-1a et HIF-2a.
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Effets variables de I’hypoxie sur la production des cytokines

Selon nos résultats, I’hypoxie modifie la production des cytokines chez les neutrophiles
humains comparativement a la normoxie et ce, de facon dépendante du stimulus. LPS et
PGN sont des produits bactériens qui peuvent étre présents dans des sites inflammatoires
infectieux et hypoxiques, et ils activent leurs récepteurs TLR4 et TLR2 respectivement,
induisant la production des cytokines (Kawai e7 /., 2005 ; Hamilton ez al., 2010; Tamassia
et al., 2007). Selon nos résultats, les neutrophiles stimulés au LPS ou PGN en hypoxie
produisent précocement et de fagon plus intense MIP-1a, MIP-1 et MIP-3a. Cependant, la
production d’IL-8, conservée avant 4 heures, est suivie de sa diminution tardive et
drastique. L hypoxie semble induire une production particuli¢re de chimiokines in vitro qui
peut correspondre au recrutement séquentiel des cellules inflammatoires au loci infectieux
hypoxique in vivo, représenté pas un afflux de neutrophiles (réalisé entre autres par I'[L-8)
suivi  du  recrutement des autres populations cellulaires, telles que les

monocytes/macrophages (réalisé par MIP-1a, MIP-1B et MIP-3a).

Les neutrophiles produisent des cytokines en réponse au GM-CSF en normoxie (Cloutier ef
al., 2007; Ear er al., 2005; Mcdonald et al., 1998a). Selon nos résultats, en réponse au GM-
CSF, ’hypoxie semble favoriser la production de MIP-1a et diminuer celles de MIP-3a et
MIP-1B. Cette réponse est intéressante a explorer. En effet, MIP-1a et MIP-18 ciblent de
fagon différente les lymphocytes. MIP-1a est sélective pour les lymphocytes CD8+ et les
lymphocytes B, alors que MIP-IP cible les lymphocytes T CD4+ (Esche et al., 2005;
Lillard er o/, 2003). Ainsi, nous pouvons supposer que [’hypoxie semble diminuer le
ratio MIP-1B/MIP-1a et orienter la réponse inflammatoire vers un profil Thl en faveur du
recrutement des lymphocytes B. In vivo, il est connu que ’effet de I'hypoxie sur la capacité
des neutrophiles a produire davantage MIP-1a est potentiellement important. En fait, il a
été démontré qu’en réponse au GM-CSF, les neutrophiles matures résidants des niches
hématopoiétiques hypoxiques inhibent la croissance des cellules hématopoiétiques (Olive er
al., 2002). MIP-la est également connu par son effet inhibiteur sur les cellules souches

hématopoiétiques, a la différence de MIP-1 ayant 1’effet antagoniste (Broxmeyer et ul.,
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1989 ; Graham er al., 1990). Il est possible que I’hypoxie en régulant la production de MIP-

la et MIP-1 par les neutrophiles régule la croissance des cellules souches.

Les neutrophiles en présence du G-CSF en hypoxie produisent de I'IL-8 (chimiotactique
pour les neutrophiles et macrophages) et sécrétent moins d’IP-10 (la seule chimiokine
active sur les monocytes et les lymphocytes T et n’ayant pas d’action sur les neutrophiles).
Ceci laisse supposer que I’hypoxie et G-CSF diminuent le recrutement des lymphocytes T.
Les données sur la capacité des G-CSF, GM-CSF et PGN a produire MIP-3a sont peu
nombreuses. Scapini e al. (2001) ont démontré que LPS et TNFa induisent la production
de MIP-3a par les neutrophiles en normoxie. Cette production lente et tardive n’atteint son
maximum qu’a 21 heures et fait suite a une augmentation rapide et précoce des ARNm de
MIP-3a a 1 heure (Scapini et al., 2001). Selon nos résultats, MIP-3a est produite en
réponse au LPS en normoxie de fagon précoce et ample suivie d’une diminution
progressive. Il est possible que cette différence soit due au LPS plus concentré que nous
avons utilisé dans nos expériences de stimulation des neutrophiles pour étudier la
production des cytokines par ELISA (10 fois plus concentré). Sinon, la capacité des
neutrophiles a produire TNFa et MIP-3a en hypoxie sans stimulation nécessite une
exploration plus approfondie. A ce sujet, il est connu que ’hypoxie induit la production de
TNFa et MIP-3a par les macrophages par ’induction de la transcription des génes des deux
cytokines de fagon dépendante du facteur NF-xB (Chandel et af, 2000; Degrossoli et

Giorgio, 2007; Battaglia ef al., 2008; Hamilton er al., 2012).

La divergence entre les effets de I’hypoxie ou le DMOG sur la production des cytokines
suggére que les mécanismes de la réponse cellulaire en hypoxie ne sont pas reproductibles
par le stabilisateur pharmacologique du HIF-1a, le DMOG. Il s’agit donc d’une erreur de
considérer que les traitements au DMOG ou par les stabilisateurs pharmacologiques du 111F

sont capables de mimer de fagon fidele I’hypoxie.
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Voies de signalisation intracellulaire mobilisées en hypoxie dans les PMN

Nous rapportons que les protéines de signalisation p38, JNK, Akt et ERK sont
phosphorylées en hypoxie dans les neutrophiles. Dans la littérature, la phosphorylation de
ces protéines en hypoxie a été démontrée dans différentes populations cellulaires, telles que
les monocytes/macrophages (Hirani et al,, 2001 ; Fong et al., 2007 ; Gonsalves et al.,
2010 ; Kim et al., 2012 ; Liu et al., 2008) ; les cardiomyocytes (Teng et al., 2012), les
trophoblastes (Ji et al., 2011) la lignées épithéliale prostatique, LNCaP (Khandrika et al.,
2009), les hépatocytes (Kim et al., 2007; Mollen et al., 2007). C/EBP-B est phosphorylée
en hypoxie dans les chondrocytes (Hirata er al., 2012) et les lignées cellulaires de leucémies
NB4 et U937 (Zhang et l., 2008). La phosphorylation précoce de STATI et STAT3 a été
rapportée en hypoxie dans les cellules musculaires lisses (Wang et al., 2005) et les lignées
cellulaires de cancer du sein (Lee et al., 2006), mais nous n’avons pas pu détecter un tel
événement chez les neutrophiles en hypoxie. En normoxie, les protéines p38, INK, C/EBP-
8, Akt et ERK représentent des acteurs potentiels dans la production des cytokines dans les
neutrophiles. Il est important de vérifier si ces protéines sont impliquées dans la production
des cytokines TNFa et MIP-3a en hypoxie seule dans les neutrophiles humains (selon nos
résultats). Par exemple, la phosphorylation de p38 MAPK par I’hypoxie dans les
monocytes/macrophages et impliquée dans la production de TNFa et IL-8 (Liu et al,
2008). Nous avons aussi démontrée que la kinase IkB-a n’est pas dégradée en hypoxie. Ce
fait a été également rapporté par 1’équipe de Walmsley (Walmsley ef al., 2005). Ceci laisse
supposer que la voie classique de I'activation de NF-kB n’est pas mobilisée chez les
neutrophiles en hypoxie. Il reste a confirmer si la voie alternative de I’activation de NF-xB
pourrait étre mobilisée en hypoxie puisque ce facteur semble étre impliqué dans |’activation
du promoteur d’1L-8 en hypoxie (selon nos résultats). Par ailleurs, 11 a démontré que
P’activation du NF-kB sous hypoxie est indépendante de la dégradation d’IxBa (Culver et
al., 2010). En effet, I’hypoxie induisait une sumoylation d’IkB-a sur la lysine 21, ce qui
empéchait sa dégradation par le protéasome et diminuait son association avec RelA. Celui-
¢i se trouvant libre, formerait un complexe actif (Cluver et al., 2010). La régulation de

I’activité protéique par sumoylation n’a pas encore été vérifiée chez les neutrophiles
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humains. Selon ces données, nous supposons que sous hypoxie, NF-xB est activée de fagon

indépendante de la dégradation d’IkB-a dans les neutrophiles.

Nouveaux mécanismes de production d’1L-8 dépendant du G-CSF en hypoxie

Le G-CSF n’induit pas la production d’IL-8 par les neutrophiles humains en normoxie
(Takahashi er al., 1993). Notre résultat est le premier a attribuer au G-CSF une capacité a
induire I'1L-8 qui nécessite la présence d’hypoxie. Bien que les quantités produites d’TL-8
soient de Pordre du sous-nanogramme par un million de neutrophiles, des concentrations
similaires ont été démontrées suffisantes pour induire le chimiotactisme des neutrophiles
dans des sites inflammatoires (Browning et al., 2000). L’association du G-CSF et IL-8
caractérise des sites inflammatoires riches en neutrophiles (Fﬁkushima et al., 1995 ;
Shimoda et al., 1991, Moser et al., 2005, He et al., 2008). Le réle chimiotactique et
activateur des neutrophiles exercé par I'IL-8 a été bien démontré dans I’'inflammation
(Bickel et al., 1993; Wright, 2010; Carpagnano ef al., 2011; Zimmermann et al., 2011; de
Oliverra et al., 2013). Par contre, 'implication du G-CSF dans la pathologie inflammatoire
n’est pas claire. Le G-CSF peut augmenter I’adhésion et la migration transendothéliale des
PMN vers le site inflammatoire (Eyles er a/, 2008). Il est possible que G-CSF induit
indirectement le recrutement des PMN en favorisant la production d’IL-8 par les
neutrophiles résidant dans le site hypoxique. Des essais de chimiotactisme en présence de

G-CSF, en normoxie et en hypoxie permettraient d’étudier cette possibilité.

Nous avons également démontré que la sécrétion de TNFa, 1L-18 ou 1L-1 contribue a la
production d’IL-8 par G-CSF en hypoxie. Les neutrophiles sécrétent du TNFa qui reste un
facteur important dans la pathogenése de I’arthrite rhumatoide (Lawlor ef a/, 2004). Chez
les patients arthritiques, des niveaux élevés de TNFa sécrétés par les neutrophiles ou fixés
sur leurs membranes cytoplasmiques ont été détectés (Wright er al., 2011). Nous supposons
que TNFa par action autocrine est a I’origine de la production d’IL-8 et du recrutement
accru des neutrophiles. Par ailleurs, la production de TNFa endogéne en hypoxie ne permet

pas a elle seule d’induire I'IL-8 : le G-CSF constitue un prérequis pour cette production. Il
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est possible que G-CSF en hypoxie régule I’activité de la forme soluble de TNFa. Enfin,
nous avons démontré qu’en hypoxie G-CSF augmente la phosphorylation de STAT3 et
conserve la phosphorylation de p38. p38 et STAT3 semblent étre essentielles pour la
production d’IL-8 en hypoxie. Par ailleurs, il a ét¢ démontré que I’activation par G-CSF de
STAT3 et p38 MAPK dans les neutrophiles humains inhibe la production d’IL-8 et TNF-a
en réponse au LPS (Fukuzono er al, 2010). Dans ce cas, il est possible que 1’hypoxie
favorise la mobilisation de voies de signalisation supplémentaires par G-CSF a I’origine de

son action variable sur la production d’1L-8.

Nouveaux régulateurs du promoteur d’IL-8 en normoxie et en hypoxie

Nos résultats sur la régulation du promoteur d’IL-8 dans les cellules « neutrophil-like » par
NF-«B et HIF, en normoxie et en hypoxie, en réponse au G-CSF, GM-CSF, LPS ou TNFa
suggerent certaines hypothéses. Pour NF-kB, nos résultats concordent avec nos travaux
antérieurs qui démontrent que NF-kB active le promoteur d’IL-8 en réponse au LPS et
TNFa en normoxie. Nos résultats actuels suggerent que {"activation du promoteur d’IL-8
par NF-kB est inductible également par GM-CSF en normoxie et que NF-kB constitue un
régulateur central en hypoxie seul ou associée a des stimuhi inflammatoires. Le facteur NF-
kB régule la transcription des genes inflammatoires, la cycloxygénase, 1L-8, TNFa, IL-6 et

MIP-2 en hypoxie dans les cellules endothéliales (Kim ez al., 2008).

Nous démontrons également que HIF est indispensable a Pactivité du promoteur d’IL-8 en
réponse au TNFa tandis qu’il partiellement impliqué dans [’activité du promoteur d’1L-8 en
réponse au GM-CSF et LPS ¢n normoxie et en hypoxie. Ceci suggére qu’'en réponse au
LPS et GM-CSF I'association de HIF et d’autres facteurs de transcriptions, qui restent a
identifier, contribue a la régulation du promoteur d’lL-8. Dans la littérature, une telle
association a ¢€té vérifiée. Par exemple, 'activation du promoteur d’IL-8 en hypoxie est
sous la triple dépendance de HIF, NF-kB et AP-1, dans les cellules endothéliales (Kim er
al., 2006). De plus, I'expression d’IL-8 est régulée par CREB et HIF en hypoxie dans les
TAN (Dumitru et a/., 2012 ; Nam et al., 2011, Leonard er al., 2008 ; O'Reilly et al., 2006).
Chez les macrophages humains, 1'IL-8 est induit par C/EBP et HIF en hypoxie (Ilirani er
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al., 2001 ; Hirani er al., 2001). 11 est pertinent de noter que les protéines AP-1, CREB et
C/EBP sont exprimées dans les neutrophiles (Cloutier et al, 2003 ; Cloutier et al., 2009) et
il serait important de vérifier si elles participent avec HIF dans la transcription du géne

d’IL-8.

Un autre aspect de la régulation du géne d’IL-8 par HIF que nous avons démontré est en
rapport avec une dualité de régulation. HIF semble avoir des effets suppresseurs ou
activateurs qui dépendent de ’agoniste. Nous pouvons supposer que cette régulation est
associée a la nature des membres HIF exprimés et activés en réponse a un agoniste donné
en normoxie ou en hypoxie. Par exemple, dans les cellules endothéliales humaines,
I’expression du geéne d’IL-8 est induite par HIF-2, tandis qu’elle est diminuée par IHIF-1
(Florczyk et al, 2011). Dans ce cas, ces résultats nécessitent des études approfondies, telles
que' I'inhibition pharmacologiques ou par siRNA des différents membres HIF afin de

déterminer la nature du facteur HIF impliquée dans la transcription du géne d’IL-8.

Nous avons démontré que I"hypoxie diminue la production d’IL-8 par LPS en hypoxie dans
les neutrophiles primaires, alors que 'activité de ce promoteur est augmentée en hypoxie
dans les PLB-985 « neutrophile-like ». 11 serait approprié de vérifier les niveaux de
transcrits d’ARNm primaires et matures. En effet, il est possible d’observer une
dissociation entre les phénomenes transcriptionels et post-transcriptionels en hypoxie (Liu
et al., 2006). Par exemple, I’hypoxie active la transcription de génes sous le contrdle de
NF-xB mais mhibe leur traduction selon une voie dépendante de ERK et AMPK (Liu er al.,

2006).
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6. CONCLUSION GENERALE

Dans notre laboratoire, nous avons démontré que les neutrophiles humains expriment et
activent plusieurs facteurs de transcription en réponse a plusieurs stimuli inflammatoires.
Cctte réponsc sc¢ traduit sur le plan fonctionnel, par la production des cytokines ct
chimiokines hautement importantes au cours de la réponsc immunitaire. Dans un contexte
physiologique, les neutrophiles procédent principalement sous condition hypoxique, ce qui
constitue une des caractéristiques majeures du site inflammatoire. Toutefois, I’influence de
I’hypoxic sur 1'activité transcriptionnclle du ncutrophile, ct particulicrcment par
I"intermédiaire du factcur de transcription HIF, qui représente le facteur clé de la réponse
cellulaire & Phypoxie, n’a pas encore été mise en évidence. Des travaux antérieurs avaient
suggéré I'importance du facteur de transcription HIF, dans la phagocytose et la survie des
ncutrophiles humains (Cramer et al., 2003; Walmsley er al., 2006; Walmsley et al., 2005).
Les objectifs de ce projet étaient de caractériser les protéines HIF chez les neutrophiles
humains in vitro ; de vérifier Pactivation des protéines de signalisation chez les
ncutrophiles humains ; d’étudicr la production des cytokines en hypoxic et de déterminer
certaines mécanismes qui sont mis en jeu lors de cette réponse. Nos résultats appuient notre
hypothése sur le réle de I'hypoxie dans la modulation de la production des cytokines par
I’hypoxic et suggerent que HIF pourrait étre un régulateur de cette fonction en hypoxie.
Nos résultats ont permis de dresser certains aspects uniques de I’expression du systéme
HIF. Des études ultérieures vont permettre de vérifier la nature des complexes HIF et leur
liaison a I’ADN, de montrer leur implication dans des réponses du neutrophile, et

d’approfondir les mécanismes mobilisés cn hypoxic.
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