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Résumé

Implication de TAK1 dans la modulation des réponses du neutrophile humain au
fMLP et au GM-CSF

Par
Stéphanie Sylvain-Prévost
Programme gradué d’immunologie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I’obtention
du dipléme de maitre ¢s sciences (M. Sc.) en immunologie, Faculté¢ de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1IH 5N4

Résumé :

Les neutrophiles sont d’une grande importance dans la premiére ligne de défense de
I’organisme contre les pathogénes. Ils participent activement par leurs actions
antimicrobiennes, comme la phagocytose et la reliche de granules, mais influencent
également la réponse immunitaire par les différentes cytokines et chimiokines qu’ils
produisent. L’étude des différentes fonctions du neutrophile a permis d’établir les étapes
clés de la signalisation intracellulaire qui méne a ces différentes fonctions. De plus, les
études de signalisation, dans différents organismes, ont placé TAKI, une MAP3K, a
I’avant-plan dans I’activation des sentiers MAP kinase et des facteurs de transcription NF-
kB. Nos efforts pour élucider les sentiers métaboliques du neutrophile nous ont fait nous
pencher sur le réle que TAK1 pouvait y jouer. Nous avons donc découvert que TAK1 était
la kinase d’importance dans le contrle des fonctions du neutrophile avec le LPS et le
TNFa, deux stimuli activateurs de NF-xB.

Dans cette étude, nous nous sommes penchés sur le role de TAKI chez le neutrophile avec
des stimuli dont les réponses cellulaires ne passent pas par 1’activation de NF-xB. C’est
dans cette perspective que nous avons utilis€ un chimioattractant, le fMLP, et un facteur de
croissance, le GM-CSF. Ce sont deux stimuli physiologiques fréquemment retrouvés aux
sites inflammatoires. Le fMLP et le GM-CSF activent rapidement TAKI1 et celle-ci se
retrouve en amont de la voie MEK/ERK, mais pas des voies p38 MAPK et PI3K/AKT.
L’inhibition de TAK1 diminue I’expression et la sécrétion d’IL-8 et d’IL-1RA. L’inhibition
de MEK/ERK et de PI3K/AKT a le méme effet. De plus, ’inhibition de TAK1 empéche
I’effet antiapoptotique du GM-CSF ainsi que diminue la production de leucotrienes par le
fMLP. - :

En conclusion, les travaux présentés montrent que TAK1 est une MAP3K essentielle dans
les réponses fonctionnelles du neutrophile au fMLP et au GM-CSF. Cette découverte ouvre
la porte a de nouvelles cibles thérapeutiques, particulierement dans le cas de maladies
chroniques impliquant le GM-CSF

Mots-clés : neutrophiles humains, fMLP, GM-CSF, TAK1
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CHAPITRE 1. Introduction

1.1 Le neutrophile humain

Le neutrophile a longtemps été considéré seulement en tant que phagocyte
professionnel. On sait maintenant que ces cellules jouent un réle plus vaste dans I’immunité
innée et acquise. Les neutrophiles sont de petites cellules qui proviennent de progéniteurs
myéloides dans la moelle osseuse, ou ils atteignent leur stade final de différenciation par la
présence d’un cytoplasme rempli de granules et d’un noyau polylobé (Smith, 1994;
Zychlinsky et al., 2003). Ces cellules composent 50% a 60% des leucocytés circulants
totaux (Smith, 1994). Ils ont une courte demi-vie, qui a longtemps été estimée a 7ha 12 h
en circulation avant leur élimination par le processus d’apoptose spontanée. Récemment, un
groupe a plutdt estimé leur durée de vie a environ 3,75 jours avant leur élimination (Pillay
et al., 2010). Cependant, ces résultats demeurent controversés puisque d’autres groupes (Li
et al., 2011, Tofts et al., 2011) ont réénalysé leurs résultats avec d’autres modéles et ont
obtenu une durée de vie de 7,5 heures en circulation, ce qui est la durée de vie établie par
plusieurs modéles depuis longtemps (Dancey et al., 1976). Pour contrer cette perte massive
de neutrophiles par apoptose, le corps humain en produit environ 10" par jour. De plus,

cette production peut étre largement augmentée dans le cas d’infections (Smith, 1994).

Dans des conditions normales, les neutrophiles circulent dans les vaisseaux sanguins
en roulant sur les cellules endothéliales grace & des interactions de faible affinité modulées
par les sélectines (Del Maschio et al., 1996). Dans le cas d’une infection, les neutrophiles
se retrouvent au site inflammatoire, ou ils constituent souvent les premicres cellules
infiltrantes. Leur recrutement commence par une adhésion ferme aux cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins, grace aux intégrines, principalement les intégrines 2 avec ICAM-
1 (Del Maschio ef al., 1996). Ensuite, le neutrophile traverse les cellules endothéliales de la
paroi du vaisseau sanguin, soit par la route paracellulaire, c’est-a-dire le passage entre deux
cellules endothéliales (Del Maschio et al., 1996), soit par la route transcellulaire au travers
d’une cellule endothéliale (Feng et al., 1998). Le neutrophile continue ensuite sa route
jusqu’au site inflammatoire en suivant un gradient chimiotactique. Arrivé au site

inflammatoire, le neutrophile exerce diverses fonctions, soit la phagocytose, la flambée



oxydative, la dégranulation, la production de neutrophil extracellular traps (NETs) et la
génération de plusieurs médiateurs lipidiques et peptidiques. Ces fonctions seront discutées

plus en détail dans les sections suivantes.

1.1.1 La phagocytose

La phagocytose a d’abord été décrite comme un processus d’internalisation et de
digestion. Elie Metchnikoff, qui fut le premier a observer le phénoméne dans les années
1880, a d’ailleurs émis I’hypothése selon laquelle la phagocytose par les globules blancs est
un processus essentiel a la défense de ’organisme (Hampton et al., 1998; Paul, 2003). La
phagocytose procéde en plusieurs étapes. D’abord, 1’organisme étranger est reconnu par les
phagocytes. Les cellules peuvent reconnaitre des cibles opsonisées ou non. Les cibles non
opsonisées sont reconnues grice & des PAMPs, soit des motifs moléculaires associés a des
pathogénes. Ces PAMPs sont reconnus par différents récepteurs, comme entre autres les
TLR et les intégrines. L’opsonisation des cibles se fait avec soit des éléments du
complément activé (ex. C3a) ou avec des anticorps. Les éléments opsonisés sont ensuite
reconnus par des récepteurs, comme les FcR, qui reconnaissent la partie Fc des anticorps ou
bien des récepteurs du complément (Paul, 2003). La seconde étape est I’activation de la
cellule. Il y a activation de plusieurs voies de signalisation qui sont nécessaires au
réarrangénent de la membrane et du cytosquelette. Une étape clé de ce processus est la
phosphorylation de la protéine Syc par la liaison d’une molécule a son récepteur (Kiefer et
al., 1998). L’activation de Syc entraine 1’activation de la PI3K et de la PLC (Botelho et al.,
2000). Ces enzymes activent les protéines WASP et Armp2/3, qui favorisent la
polymérisation et la ramification de l’actine (Takenawa et Miki, 2001). Ceci permet
I’extension des pseudopodes en suivant le corps de la particule phagocytée jusqu’a la fusion
des deux extrémités, formant ainsi le phagosome (Silverstein ef al., 1977). La derniére
étape est la maturation du phagosome accompagnée par la digestion de son contenu. Le
phagosome fusionne avec les granules du neutrophile, principalement les granules
azurophiles et secondaires (Hirsch et Cohn, 1960). Cette fusion des granules au phagosome

est accompagnée par une élévation de la concentration de calcium cytoplasmique (Jaconi er



al., 1990). Il y a également assemblage de la NADPH oxydase a la membrane du
phagosome pour y produire des especes réactives oxygénées (ROS) (Lee et al., 2003). Le
phagosome contient aussi la myéloperoxydase (MPO) qui provient des granules. Celle-ci
produit des dérivés chlorés, comme le HOCI, a partir des ROS (Hampton et al., 1998).
Tous ces produits sont bactéricides et contribuent & I’élimination du contenu du
phagosome. Finalement, la phagocytose méne a la dégranulation, la flambée oxydative

ainsi qu’a la libération de médiateurs lipidiques et de cytokines et chimiokines.
1.1.2 La dégranulation

La phagocytose est un processus qui induit la relache des granules du neutrophile
dans le pﬁagolysosome afin d’en digérer le contenu (Cohn et Hirsch, 1960). Dans certains
cas, comme la présence d’un trop grand nombre d’organismes étrangers, la dégranulation se
fait vers I’extérieur de la cellule, ¢’est-a-dire dans le milieu environnant, plutét que dans les
phagolysosomes. Les neutrophiles possédent quatre types de granules, soit les granules
azurophiles, les granules spécifiques, aussi appelé€es secondaires, les granules a gélatinase,
aussi appelées tertiaires, ainsi que les vésicules sécrétoires (Tableau 1). Les granules sont
formées pendant le développement des neutrophiles. Leur formation commence a la
transition entre le stage myéloblaste et promyélocyte (Bainton et Farquhar, 1966; Bainton
et al., 1971). Les granules azurophiles sont les premiéres a étre formées, suivies des
granules spécifiques, a gélatinase et pour terminer, les vésicules sécrétoires (Bainton et al.,
1971). Contrairement a I'ordre de leur formation, les premiéres granules reladchées sont les
vésicules sécrétoires, de fagon trés rapide suite a l’interaction du neutrophile avec les
cellules endothéliales (Borregaard et Cowland, 1997). Ensuite, les granules a gélatinase
sont relachées, suivies des granules spécifiques et finalement des granules azurophiles

(Bentwood et Henson, 1980; Borregaard et Cowland, 1997; Sengelov et al., 1995).

Les granules ont été initialement classifiées selon leur contenu en myéloperoxydase
(MPO) (Bainton et Farquhar, 1966), avec des granules peroxydase positives, ou granules
azurophiles, et peroxydase négatives. Par la suite, les granules peroxydase négatives ont été

divisées en granules spécifiques et a gélatinase selon leur contenu en lactoferrine ou en



haute concentration en gélatinase (Kjeldsen er al, 1993; Kjeldsen er al., 1994b). Cette
division des granules spécifiques et a gélatinase est arbitraire puisque les granules sont

formées de fagon continue durant le développement des neutrophiles.

Les granules azurophiles contiennent principalement des protéines et peptides
directement dirigés contre la destruction et la digestion des microorganismes (Borregaard et
Cowland, 1997; Segal, 2005). Ce sont les seules granules a contenir la MPO (Baggiolini ez
al., 1969) et elles contiennent trois protéases majeures, soit la cathepsine G, 1’élastase et la
protéinase 3 (Borregaard et Cowland, 1997). La MPO catalyse ’halogénation du H202
produit suite & ’action de la NADPH oxydase pour former du HOCI (Babior, 2004). En
. plus de ces protéines, les granules azurophiles produisent les défensines (Rice ez al., 1987),
de petites protéines antimicrobiennes qui perméabilisent les membranes cibles et permettent
Pentrée de petites molécules ou enzymes (Ganz, 2003). Aussi, elles sont dotées d’environ

le tiers de 1’activité en lysozyme (Baggiolini et al., 1969).

Les granules spécifiques, ou secondaires sont caractérisées par la présence de
lactoferrine (Leffell et Spitznagel, 1972). Elles contiennent environ les deux tiers restants
d’activité¢ en lysozyme (Baggiolini er al., 1969). On y retrouve également plusieurs
protéines.de la famille de la lipocaline (Xu et al., 1994), dont la NGAL (Kjeldsen et al.,
1994a). La famille des lipocalines regroupe des protéines partageant une structure tertiaire
qui posséde un cceur central hydrophobe, permettant ainsi la liaison de petites protéines
lipophiles (Kjeldsen et al., 1994a). NGAL a été trouvée associée a la gélatinase, ce qui
suggere un rdéle régulateur dans |’activité de cette enzyme (Triebel ef al., 1992). Les
granules secondaires renferment aussi une métalloprotéinase, la collagénase (Murphy et al.,
1977). Finalement, leur membrane renferme du cytochrome b558, la sous-unité catalytique
de la NADPH oxydase (Borregaard et al., 1983).

Les granules 2 gélatinase, ou tertiaires, contiennent principalement des enzymes de
dégradation de la matrice extracellulaire, les métalloprotéinases (Faurschou et Borregaard,
2003). Parmi celles-ci, il y a la leukolysine (Kang et al., 2001), présente dans la membrane
des granules, et la gélatinase (Kjeldsen ef al., 1992). L’exocytose de ces granules pendant
I’extravasation du neutrophile libére ces enzymes qui dégradent la matrice extracellulaire et

facilitent le déplacement du neutrophile (Delclaux er al., 1996).



Finalement, les vésicules sécrétoires ont une membrane riche en récepteurs.
L’attachement des neutrophiles aux cellules endothéliales permet la libération des vésicules
sécrétoires, augmentant ainsi considérablement la quantité de récepteurs exprimés a la
surface des cellules (Borregaard et al., 1994). Parmi ces récepteurs, il y a des intégrines
comme Mac-1 (Sengelov ef al., 1993) et CD11b/CD18 (Calafat et al., 1993), le CR1
(récepteur du complément 1) (Sengelov et al., 1994), le récepteur du fMLP (FPR), et le co-
récepteur au LPS, le CD14 (Faurschou et Borregaard, 2003). En plus de ces récepteurs, la
vésicule sécrétoire contient du cytochrome b558 (Calafat e al, 1993). Finalement, sa

matrice est composée de protéines sériques, comme ’albumine (Borregaard et al., 1992).

Le neutrophile libére ses granules soit a I’intérieur du phagolysosome, contribuant
ainsi & I'élimination des espéces phagocytées, ou dans le milieu environnant, ce qui

amplifie la réponse antimicrobienne et inflammatoire (Faurschou et Borregaard, 2003).



Tableau 1 Nature des protéines contenues dans les granules du neutrophile humain

(tiré de Faurschou et Borregaard, 2003)
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1.1.3 La flambée oxydative

Lors de la phagocytose de microorganismes,

le neutrophile augmente

considérablement sa consommation en oxygéne, phénomene appelé « respiratory burst »,

ou flambée oxydative. L’objectif de ce phénoméne est de produire des composés capables

de tuer les microorganismes (Babior, 2004). De plus, cette activité coincide avec la



‘dégranulation du neutrophile (Segal, 2005). La flambée oxydative est orchestrée par la
NADPH oxydase et méne a la production de plusieurs espéces réactives (et souvent
toxiques) dérivées de I’oxygéne, nommées ROS « reactive oxygen species ». Par I’action
de la NADPH oxydase, il y a transfert d’un électron du NADPH vers I’oxygéne, ce qui le
réduit en anion superoxyde (02 ") (Badwey et al., 1979). L’anion superoxyde est rapidement
transformé en d’autres espéces réactives, comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), I’acide
hypochlorique (HOCI), via la MPO, le radical hydroxyl (OH"), 'oxygéne singulet (-O3) ou
’0zone (Os) (Clark, 1999).

La NADPH oxydase est une enzyme composée d’éléments membranaires et
cytosoliques. L’élément membranaire est le cytochrome b558, une flavo-hémoprotéine. 11
s’agit de la composante catalytique de 1’enzyme. Le cytochrome b558 est composé de deux
sous-unités, soit un peptide de 22 kDa, p22"H°X ainsi qu’une glycoprotéine de 91 kDa,
gp917H9X (Parkos et al., 1987). La sous-unité gp917H9X contient le noyau héme ainsi que
les sites de liaison au NADPH et au FAD (Roos et al., 2003). p22PH°X, quant a lui, sert de
site de liaison a la membrane pour les composantes cytosoliques de la NADPH oxydase
(Heyworth et al., 1991). Ces deux sous-unités membranaires du cytochrome b558 sont
présentes dans les membranes de granules spécifiques et des vésicules sécrétoires
(Borregaard ef al., 1983). L’enzyme comporte plusieurs éléments cytosoliques, soit les
protéines p477°% p677HOX | pa0PHOX ainsi qu’une petite protéine G, Rac2. Les protéines
p477HO% et p67"HOX sont les éléments cytosoliques essentiels a ’activité enzymatique.
p677H%X posséde un domaine SH3 (Leto ef al., 1990) et son role est le transfert initial
d’électrons du NADPH au FAD (Cross et Curnutte, 1995). p47™1°%, de son coté, possede
deux sites SH3 et lie le cytochrome b558, permettant ainsi un ancrage a la membrane des
éléments .cytosoliques (Heyworth er al., 1991). De plus, elle est nécessaire au transfert
d’électrons du FAD réduit au noyau héme du cytochrome b558, et ainsi a I’oxygéne (Cross
et Curnutte, 1995). La protéine p40™"°% quant a elle, n’est pas essentielle a Pactivité de la
NADPH oxydase. Elle posséde trois domaines SH3 (Wientjes er al, 1993) et se
comporterait plutét comme une sous-unité inhibitrice en se liant 4 p67"'°* (Sathyamoorthy
et al., 1997). Un dernier élément cytosolique de la NADPH oxydase est Rac2 (Abo et al.,
1991). 11 é’agit d’une protéine liant le GTP. Lorsque ’enzyme est inactive, Rac2 est liée a

Rho-GDI, ce qui I’empéche de se dissocier du GDP et d’entrer dans sa forme active liant le



GTP (Abo er al., 1994). Le tableau 2 est un résumé des protéines composant la NADPH

oxydase.

Tableau 2 Principaux éléments de la NADPH oxydase ainsi que leur fonction (Modifié

de Clark, 1999)

Elément Structure Interaction et role

gp91 0% Sous-unité du cytochrome | Lie p47PHOX et le
b558. Glycosylée, noyau | NADPH. Elément
héme, site de liaison | catalytique essentiel.
NADPH et FAD.

p220% Sous-unité du cytochrome | Lie p47PHOX. Elément
b558. 2 motifs riches en | catalytique essentiel.
proline.

p47 o% Plusieurs sites de | Lie p67PHOX et p40PHOX.
phosphorylation en sérine, 2 | Elément essentiel.
domaines SH3 et 3 motifs
riches en proline.

p67 0% 2 domaines SH3 et un motif | Lie p47PHOX, Rac2et le
riche en proline. NADPH. Elément essentiel.

p40~"o% Un domaine SH3. Lie p47PHOX et p67PHOX.

Roéle régulateur.
Rac2 Homologue 4 la famille Rho. | Lié au Rho-GDI. Elément

essentiel.

Plusieurs étapes clés sont nécessaires a I’activation de I’enzyme (figure 1). D’abord,

une stimulation du neutrophile entraine I’hyperphosphorylation de p47°7°%, assurant ainsi

le recrutement des protéines cytosoliques au cytochrome b558 présent a la membrane

(Babior, 1999). Parallélement, il y a activation de Rac2, ce qui la libére de Rho-GDI et lui

permet de se lier au GTP et finalement de lier la NADPH oxydase (Bokoch et al., 1994,

Kreck et al., 1996). L’enzyme devient ainsi active et peut réduire I’oxygéne.




La production d’anion superoxyde se fait principalement a [Dintérieur des
phagolysosomes, afin de contribuer a I’élimination des especes phagocytées. Cependant, ce
phénomeéne peut également se produire a I’extérieur de la cellule, projetant les especes
réactives dans le milieu environnant. Cet événement accompagne la dégranulation. Donc,
lorsque la dégranulation se fait a P’extérieur de la cellule, les composants de la NADPH
oxydase se retrouvant sur la membrane cellulaire, plutdt que sur la membrane du

phagolysosome, y sont activés et les ROS sont libérés dans le milieu extracellulaire.

Resting Activated
RAN
Mocrabes
membrandgs; ; ——————
AL Inttamenatary
medigiors

cytosol

Figure 1 Activation de la NADPH oxydase.

Chez les neutrophiles au repos, les composants de la NADPH oxydase sont séparés dans la
membrane et le cytosol. Suite a une stimulation, la protéine p27°"°% devient phosphorylée
et le complexe formé des protéines p47° HOX  p40PHO% et p6771°% transloque 4 la membrane.
Simultanément, il y a un échange GDP-GTP chez Rac2 ainsi que translocation a la
membrane. Le complexe ainsi activé transfére des électrons a la molécule d’oxygene pour
générer I’anion superoxyde (Naussef, 2007).

1.1.4 La production de NETs
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I1 a longtemps été pensé que les neutrophiles tuaient les microorganismes seulement
par phagocytose. Cependant, on sait maintenant que les neutrophiles utilisent également la
dégranulation et la libération d’espéces réactives oxygénées dans 1’environnement pour
dégrader les microorganismes. De plus, il a récemment été démontré que les neutrophiles,
suite & une stimulation, pouvaient libérer leur chromatine, accompagnée de protéines de
granules, et que cet ensemble formait une sorte de filet extracellulaire ayant la capacité de
tuer les bactéries et de restreindre leur propagation (Brinkmann et al., 2004). Ces filets ont
été appelés « neutrophil extracellular traps », ou NETs. Les NETs sont constitués d’un filet
d’ADN fibreux dans lequel on retrouve des domaines de protéines formant des agrégats
(Brinkmann et al., 2004). Le constituant majeur de ces NETs est ’ADN et il est
accompagné de plusieurs protéines provenant des granules azurophiles, comme 1’élastase,
la cathepsine G et la MPO, provenant des granules spécifiques et a gélatinase, comme la
lactoferrine et la gélatinase. Les NETs contiennent également des histones provenant de
I’ADN déroulé, soit les histones H1, H2A, H2B, H3 et H4 (Brinkmann et al., 2004).

Il a ét¢ montré que ces structures étaient induites chez le neutrophile par une
multitude de stimuli, comme I’IL-8, le PMA, le LPS ainsi que plusieurs bactéries et
organismes, dont Staphylococcus sp, Steptococcus sp et E.coli (Brinkmann et al., 2004,
Remijsen et al., 2011). De plus, leur présence a ét¢ démontrée in vivo dans plusieurs
pathologies, comme I’appendicite chez ’homme (Brinkmann et al., 2004) et dans un
modéle murin de pneumonie (Beiter ef al., 2006). Plusieurs résultats tendent a démontrer
I’implication des espéces réactives oxygénées dans le processus de formation et de
libération des NETs. D’abord, les patients atteints de CGD (chronic granulomatous
disease), qui ne posseédent pas de NADPH oxydase fonctionnelle, ne peuvent produire de
NETs. Aussi, une activité¢ catalase bloque la formation des NETs et finalement, un
inhibiteur pharmacologique de 1’oxydase, qui empéche la flambée oxydative, bloque

également la formation des NETs (Brinkmann et Zychlinsky, 2007).

Les NETs peuvent tuer plusieurs organismes, comme les bactéries Gram positives et
négatives ainsi que les levures, comme Candida albicans (Brinkmann et al., 2004; Urban et
al., 2006). En plus de leur capacité & directement détruire les bactéries, les NETs, par la
présence d’élastase, peuvent dégrader les facteurs de virulence des ces -organismes

(Weinrauch et al., 2002). En plus, les NETs ont la capacité de restreindre I’étendue d’une
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infection a un site donné (Wartha et al., 2007b). Aussi, ils restreignent la propagation des
enzymes lytiques libérés par le neutrophile lors de la dégranulation, ce qui limite les

dommages causés aux tissus de ’héte.

Finalement, les microorganismes ont mis en ceuvre des mécanismes d’évasion afin
de résister aux NETs. Parmi ceux-ci, certaines bactéries Gram positives expriment une
DNAse a leur surface, ce qui leur permet de détruire la structure principale d’ADN,
augmentant ainsi leur virulence et leur propagation (Beiter er al., 2006; Buchanan er al,,
2006; Sumby et al., 2005). D’autres bactéries, quant a elles, modifient leur surface afin de
réduire I’affinité de la cellule avec les NETs. Une premiére modification est de s’entourer
d’une capsule. Cette capsule augmente la résistance a la dégradation par les NETs, mais
aussi a la phagocytose. Une autre modification est de changer la charge de la paroi
cellulaire en introduisant de I’alanine, ce qui diminue la charge négative de la membrane et
diminue 1affinité pour les NETs (Wartha et al., 2007a).

1.1.5 La production de médiateurs lipidiques

Le neutrophile produit plusieurs médiateurs lipidiques, dont les principaux sont le
leucotriéne B4 (LTB4) (Borgeat et Samuelsson, 1979), la prostaglandine E2 (PGE2)
(Tolone et al., 1977, Zurier, 1976), le thromboxane A2 (TXA2) (Goldstein e al., 1978) et
du platelet-activating factor (PAF) (Betz et Henson, 1980; Sanchez-Crespo et al., 1980).

Le LTB4 est un puissant agent chimiotactique pour le neutrophile (Ford-Hutchinson
et al., 1980), mais aussi pour plusieurs autres cellules, comme les monocytes humains et les
macrophages de rat (Smith ez al., 1980). Chez le neutrophile, il est également connu pour sa
capacité a retarder ’apoptose spontanée et causer une dégranulation partielle (Goetzl et
Pickett, 1980; Hebert ef al., 1996). De plus, il augmente la perméabilité vasculaire (Bray et
al,, 1981; Ford-Hutchinson, 1981) et est présent dans plusieurs pathologies, comme

I’asthme et les réactions allergiques (Yokomizo et al., 2001).

La prostaglandine E2 (PGE?2) stimule quatre récepteurs qui modulent différemment

la réponse au stimulus. Le PGE2 est impliqué dans la formation de I’cedéme pulmonaire par
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une augmentation de la perméabilité vasculaire (Goggel ef al., 2002; Gulati et al., 1983) ou
une diminution de la perméabilité (Gillespie ef al., 1987; Leff et al., 1994). La réponse du
PGE2 cause une augmentation ou une diminution de I’AMPc selon le récepteur par lequel
la réponse est induite, ce qui diminue ou augmente la perméabilité vasculaire (Uhlig et al.,
2005). De la méme fagon, le PGE2 joue un réle dans I’induction ou la diminution de la
fievre (Lazarus, 2006). Le thromboxane A2, de son cOté, est un agent d’agrégation
plaquettaire (Hamberg et al., 1975). 1l joue un r6le dans la contraction des muscles lisses
soit au niveau des vaisseaux sanguins (Yamamoto et al., 1995), des bronches (Devillier et
Bessard, 1997) ou des intestins (Schultheiss et Diener, 1999). De plus, il agit sur les
cellules endothéliales afin d’augmenter 1’expression d’ICAM-1 et de VCAM-1 (Ishizuka et
al., 1998). De plus, le TXA2 est impliqué dans la production de métastases par les cellules

cancéreuses (Nie ef al., 2000).

Finalement, le PAF cause I’activation de plusieurs cellﬁles du systéme immunitaire,
comme les monocytes, les macrophages, les €osinophiles, les neutrophiles, mais également
les plaquettes (Uhlig et al., 2005). C’est un agent impliqué dans la réaction d’anaphylaxie
(Vadas et al., 2008). 11 agit rapidement sur les cellules afin d’augmenter la perméabilité
vasculaire (Adamson et al., 2003; Predescu et al., 1996). Le PAF cause, a faibles doses, une
vasodilatation, tandis qu’a plus fortes doses, il provoque une vasoconstriction et une
bronchoconstriction (Falk et al., 1999; Uhlig et al., 1994). De plus, le PAF cause la reldache
de TXA2 et de leucotrienes (Taylor e al., 1991).

1.1.6 La production de cytokines et chimiokines

En plus des médiateurs lipidiques, le neutrophile s’est avéré étre une source de
nombreuses cytokines et chimiokines. Les cytokines sont de petites protéines et
glycoprotéines qui ont des effets sur plusieurs types cellulaires. Ces molécules peuvent agir
soit de fagon autocrine ou paracrine et jouent des roles importants dans plusieurs processus
cellulaires, comme 1’hématopoiése, la réponse inflammatoire et la réponse immunitaire
(Paul, 2003; Townsend et McKenzie, 2000). La caractéristique principale des cytokines,

contrairement aux facteurs de croissance, est leur action locale sur les cellules et tissus
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(Paul, 2003; Townsend et McKenzie, 2000). De leur cdté, les chimiokines sont un groupe
de cytokines ayant la capacité a recruter des sous-populations leucocytaires distinctes
(Scapini et al., 2000). Ce sont des protéines avec des structures et des séquences similaires,
avec en commun la présence de quatre résidus cystéines conservées en N-terminal (Rollins,
1997). Les chimiokines sont réparties en différentes familles selon leur séquence en acides
aminés et la position des premiers résidus cystéines. Les deux familles principales sont les
chimiokines CXC, dont les deux premiéres cystéines sont séparées par un acide aminé, et
les chimiokines CC, dont les deux premiéres cystéines sont adjacentes (Baggiolini ef al.,
1997; Oppenheim et al., 1991; Rollins, 1997).

Le neutrophile humain exprime et sécréte une panoplie de ces cytokines et
chimiokines qui ont des effets divers sur le systéme immunitaire, en permettant un
recrutement différentiel des sous-populations leucocytaires a un site inflammatoire et en
modulant leurs réponses fonctionnelles. Un apergu des cytokines et chimiokines exprimées

et sécrétées par le neutrophile humain est présent dans le tableau 3.

L"IL-8 est la chimiokine la plus sécrétée par le neutrophile humain, mais est
sécrétée également par plusieurs cellules, comme les lymphocytes, les cellules épithéliales,
les cellules endothéliales, les kératinocytes, les fibroblastes, les cellules musculaires lisses
(Oppenheim et al., 1991). L’IL-8 a comme cible principale les neutrophiles, mais participe
également au recrutement des cellules T (Oppenheim ef al., 1991). En plus de provoquer le
chimiotactisme des neutrophiles et ’adhérence aux cellules épithéliales, I’IL-8 peut aussi
provoquer une dégranulation partielle et la flambée oxydative (Oppenheim et al., 1991).
Cette chimiokine est produite par le neutrophile lors de la phagocytose (Bazzoni et al.,
1991), ou en réponse a une grande variété de stimuli, comme le LPS (Bazzoni et al., 1991;
Fujishima et al., 1993), les chimioattractants fMLP, C5a et PAF (Cassatella et al., 1992), le
LTB4 (McCain ei al., 1994), le TNFa (Fujishima ef al., 1993; Hachicha et al., 1995;
Strieter et al., 1992), I'IL-15 (McDonald et al., 1998c), I’'IL-18 (Fortin et al., 2009) et
finalement le facteur de croissance GM-CSF (Hachicha et al., 1995; McCain et al., 1993).

Les chimiokines GROa et GROB, ou « Growth-related gene product», sont
produites par le neutrophile principalement en réponse au LPS et au TNFa (Gasperini er

al., 1995). Ces chimiokines sont surtout des chimioattractants pour les neutrophiles, mais
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provoquent aussi une dégranulation partielle et augmentent 1’adhésion de ces cellules

(Oppenheim et al., 1991; Rollins, 1997).

Du cé6té des chimiokines de la famille CC, le neutrophile produit essentiellement les
MIP-1a et MIP-1PB, mais elles sont produites également par d’autres cellules, comme les
cellules T, les cellules B, les monocytes, et les cellules dendritiques (Cassatella, 1999).
Chez les neutrophiles, elles sont sécrétées en réponse au LPS (Kasama et al., 1993) et au
TNFa (Hachicha et al., 1995). Ces chimiokines participent au recrutement des monocytes,
des cellules T, en particulier les cellules CD8 activées (Taub er al, 1993), et des
éosinophiles (Cassatella, 1999). De plus, elles agissent sur les neutrophiles et les
macrophages et provoquent la production de peroxyde d’hydrogéne (Oppenheim et al.,

1991) ainsi que la relache de TNFa, d’IL-1a et d’IL-6 (Cassatella, 1999).

Parmi les principales cytokines pro-inflammatoires produites par le neutrophile, il y
a le TNFa. Il esf produit principalement par les monocytes et macrophages, mais en
réponse au LPS et a certains microorganismes comme C.albicans et E.coli, il est sécrété par
les neutrophiles (Cassatella, 1999; Djeu et al., 1990; Dubravec et al., 1990; Tracey et
Cerami, 1994). Le TNFa est impliqué dans plusieurs processus cellulaires comme la
vasodilatation, la thrombose ainsi que le recrutement leucocytaire (Tracey et Cerami,
1994). 11.agit sur différentes cellules, entre autres les monocytes, les macrophages, les
lymphocytes, les éosinophiles et les neutrophiles (Tracey et Cerami, 1994) . Il a plusieurs
effets sur le neutrophile, comme augmenter P’adhérence a I’endothélium vasculaire,
augmenter la phagocytose, provoquer la sécrétion de cytokines et chimiokines et moduler la

réponse a un deuxiéme stimulus (Edwards et Hallett, 1997).

Une deuxiéme cytokine pro-inflammatoire produite par le neutrophile est
I’interleukine-1 (IL-1). Elle est aussi produite par les monocytes, les macrophages, les
cellules dendritiques, les lymphocytes, les cellules NK, les cellules endothéliales, les
fibroblastes et les kératinocytes (Dinarello, 1997). Chez le neutrophile, des stimuli comme
le GM-CSF (Lindemann et al., 1988), le LPS (Goh et al., 1989; Takeichi et al., 1994) et le
TNFa (Meda ef al., 1994) causent sa relache. L’IL-1 a plusieurs effets sur le systéme

hématopoiétique, dont entre autres, I’induction de la production de cytokines par les
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monocytes et en étant un agent de costimulation de la prolifération des cellules T

(Dinarello, 1997).

En contrepartie a cette production de cytokines pro-inflammatoire, le neutrophile
produit des cytokines anti-inflammatoires, comme le TGF-B (Cassatella, 1999). 11 produit
aussi d’autres médiateurs anti-inflammatoires, tel que I’IL-1RA. Il s’agit d’un antagoniste
au récepteur de la cytokine IL-1, qui est également généré par les monocytes, les
macrophages et les fibroblastes (Arend et al., 1998). Ainsi, ’IL-1RA inhibe les effets pro-
inflammatoires de I'IL-1 en se liant au récepteur, mais sans induire de transduction de
signal ou provoquer d’activité biologique (Dripps ef al., 1991). Chez les neutrophiles, 1’IL-
~ 1IRA est produite en réponse au TNFa, au GM-CSF, au LPS et au fMLP (McColl et al.,
1992; McDonald et al., 1998b; Ulich et al., 1992).

Tableau 3 Cytokines et chimiokines exprimées et sécrétées par le neutrophile humain
(mise & jour de Cassatella, 1999 et Scapini et al., 2000)

Cytokines pro- | Cytokines anti- | Chimiokines CXC | Chimiokines CC | Superfamille

inflammatoires | inflammatoires du TNF

IL-1a/B - IL-1RA GROao/B/y (cxcL1- | MCP-1 (cCL2) TNFa

L-12 TGF-B 2-3) MIP-10.(CCL3) | Fas Ligand
IL-8 (CXCL8) ]

IFN-oufy MIP-1g (ccL4) | CD30 Ligand
MIG (CXCL9)

IL-6 MIP-3a (ccL20) | LIGHT
IP-10 (CXCL10)

IL-17 . MIP-38 (ccL19) | TRAIL
I-TAC (CXCL11)

IL-18 BLys

ENA-78 (CXCLS5)
MIF

GCP-2 (CXCL6)
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1.1.7 L’apoptose et la résolution de I’'inflammation

Toutes les fonctions précédemment décrites démontrent 'implication du neutrophile
dans la protection de ’organisme contre les pathogénes. Cependant, dans son action, le
neutrophile libeére plusieurs médiateurs pro-inflammatoires qui, avec le recrutement des
cellules du systéme immunitaire et la présence des granules et des espéces réactives
oxygénées, créent un environnement inflammatoire. Afin d’éviter de causer de
I’inflammation chronique, cette derniére doit étre réduite, et le neutrophile participe aussi &

ce processus, appelé résolution de I’inflammation.

D’abord, les neutrophiles sont des cellules avec une courte durée de vie. Ces
cellules deviennenf apoptotiques spontanément ou grace a des signaux extérieurs. Plusieurs
signaux peuvent retarder I’apoptose du neutrophile et ainsi prolonger sa capacité a détruire
les pathogenes. Quelques exemples sont le LPS, le GM-CSF, I'IL-18, I'IL-2, ’IFNy, I’'IL-
15 et le G-CSF (Girard er al., 1997; Lee et al., 1993; Pericle ef al., 1994). Aprés un moment
passé dans un site infectieux, les neutrophiles ayant exercé leurs fonctions deviennent
apoptotiques, ce qui amorce ainsi la résolution de l’inflammation. Les neutrophiles
apoptotiques ont plusieurs effets qui aident & ce processus. En premier lieu, les neutrophiles
apoptotiques n’ont plus la capacit¢ d’exécuter leurs fonctions classiques, soit le
chimiotactisme, la dégranulation, 1’adhérence, la flambée oxydative et la phagocytose ainsi
que la production de cytokines et de chimiokines (Haslett ez al., 1994). Cet arrét des
fonctions classiques diminue la relache de médiateurs dans I’environnement et diminue les
dommagés qui peuvent ainsi étre causés. De plus, les neutrophiles apoptotiques lient de
fagon importante le LPS, ce qui diminue la quantité¢ de LPS libre dans le milieu qui serait
disponible pour continuer ’activation des cellules (Fox et al., 2010). De plus, il y a une
diminution de I’expression de certains récepteurs a la surface des cellules, comme le CD16,
CD31, CD50 et CD66 (Dransfield er al., 1994), ce qui réduit la réactivité des cellules.
Finalement, les cellules apoptotiques expriment & leur surface des molécules qui ne s'y
retrouvent pas normalement, la phosphatidylsérine, qui les rend reconnaissables pour leur
élimination par les macrophages (efférocytose) (Fadok er al., 1992). La phagocytose de

neutrophiles apoptotiques par les macrophages change le patron d’expression de cytokines
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de ces cellules, le faisant passer d’un phénotype pro-inflammatoire a un phénotype anti-
inflammatoire avec I'IL-10 et le TGF-8, diminuant ainsi 1’inflammation et favorisant la

réparation tissulaire (Fadok et al., 1998).

Uﬁe deuxiéme implication du neutrophile dans la résolution est par la production de
lipoxine et de résolvine. Dans le contexte de résolution de I'inflammation, il y a un
changement du profil d’expression de leucotriénes et de prostaglandines au site
inflammatoire afin de réduire ces derniers et de produire de la lipoxine A4 (LXA4) (Levy et
al., 2001). Le LXA4 est une molécule anti-inflammatoire avec des effets vari€és sur
plusieurs types cellulaires. Chez le neutrophile, le LXA4 cause une diminution du
recrutement des cellules, en bloquant 1’adhésion aux cellules endothéliales et la
transmigration (Serhan er al, 1995). De plus, il réduit I’expression des intégrines
CD11/CD18 (Fiore et Serhan, 1995). Les résolvines sont également des molécules
importantes dans la résolution de I’inflammation avec d’autres effets sur plusieurs types
cellulaires. Chez le neutrophile, la résolvine E1 empéche la transmigration des cellules

endothéliales, diminuant ainsi leur recrutement au site inflammatoire (Serhan et al., 2000).

Finalement, deux cytokines jouent des roles importants dans la résolution de
Pinflammation, I'IL-10 et PIL-1RA. L’IL-10 est, entre autres, produite par les
macrophages lors de leur ingestion de neutrophiles apoptotiques et par les monocytes en
présence de neutrophiles apoptotiques (Byrne et Reen, 2002). Elle agit sur les neutrophiles
en réduisant I’activation de geénes pro-inflammatoires induits par le LPS et en augmentant
I’expression de génes anti-inflammatoires en réponse a ce stimulus (Mosmann, 1994;
Rossato et al., 2007). De plus, ’IL-10 stimule la production d’IL-1RA en réponse au LPS
chez le neutrophile (Cassatella et al., 1994).

1.2 : La régulation de Pinduction génique des cytokines et chimiokines

1.2.1 Les facteurs de transcription C/EBP

Chez le neutrophile, plusieurs éléments contrdlent la production de cytokines et de

chimiokines dans un contexte inflammatoire. Ces différents éléments ont fait I’objet de
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recherches de la part de notre laboratoire. Un des éléments qui a été identifié dans le
contrdle de la production de cytokines pro-inflammatoires concerne les facteurs de

transcription C/EBP.

Les facteurs de transcription C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) sont une
famille de six membres, soit -a, -8, -y, -0, -¢ et -C (Ramji et Foka, 2002). Nous avons
montré que .le neutrophile humain exprime toutes les protéines C/EBP, sauf I’isoforme
C/EBP-y (Cloutier et al., 2009). De plus, chez ces cellules, un complexe composé de
C/EBP-B et -¢ est constitutivement lié a I’ADN (Cloutier et al., 2009). Les facteurs C/EBP
ont été impliqués dans la régulation de plusieurs génes, dont ceux du TNF-c, de I’IL-18, du
MIP-18, de I’IL-12 et de I’'IL-8 (Grove et Plumb, 1993; Plevy et al., 1997; Pope et al.,
1994; Shirakawa et al., 1993).

Chez le neutrophile humain, nous avons établi que la protéine C/EBP-§ était
phosphorylée suite a une stimulation au LPS et au TNF-a et que cette protéine
phosphorylée était présente uniquement dans les complexes de liaison a I’ADN dans des
cellules stimulées, ce qui correspond a une augmentation du.potentiel d’activation du
promoteur (Cloutier ez al., 2009). De plus, des expériences d’immunoprécipitation de la
chromatine ont montré que les protéines C/EBP- et -¢ sont constitutivement liées au
promoteur de I’IL-8, mais que ’association de C/EBP-B phosphorylée au promoteur de
I’IL-8 augmente de quatre a cinq fois suite 4 une stimulation au LPS (Cloutier et al., 2009).
Fihalement, des expériences menées avec des variants des protéines C/EBP dans la lignée
cellulaire' PLB 985 différentiée en pseudo-neutrophile ont montré I’importance du résidu
phosphorylé de C/EBP-f, confirmant ainsi son implication dans la régulation de la

production de cytokines (Cloutier et al., 2009).

1.2.2 Les facteurs de transcription NF-x B

La famille des facteurs de transcription NF-kB est composée de cing membres,
pSO/NFkB1, p5S2/NFxB2, p65/RelA, cRel et RelB qui, a I’exception de p52 et RelB, sont

exprimés chez le neutrophile humain (McDonald ef al., 1997). De plus, Ear et al. ont
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montré Dimplication de ces facteurs dans [I’induction génique des cytokines

proinflammatoires dans ces cellules (Cloutier ef al., 2007; Ear et McDonald, 2008).

Dans la cellule, les protéines de NF-xkB sont normalement retenues dans le
cytoplasme par une association avec une protéine inhibitrice, IkB. L’activation de la cellule
cause la lphosphorylation et I'ubiquitination de IkB-a, causant sa dégradation par le
protéasome. Cela se fait via I’activation du complexe IKK, IkB kinases, qui contient deux
sous-unités kinases, IKKa et IKKP ainsi qu’une sous-unité¢ régulatrice, ou NEMO

(Mercurio et al., 1997, Zandi et al., 1997).

Chez le neutrophile, Ear et al. ont montré que le complexe IKK est exprimé et
activé a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau de la cellule (Ear er al., 2005). Suite a
’activation de la cellule, IKKP et IKKy sont phosphorylés a la fois dans le cytoplasme et
dans le noyau, et il s’en suit la dégradation d’IxB-a ainsi que la phosphorylation de RelA
dans les deux compartiments (Ear et al., 2005). De plus, Ils ont montré que I’utilisation
d’inhibitqurs spécifiques a la voie NF-xB provoquait une diminution de la liaison a ’ADN
de ces facteurs et diminuait la production de cytokines par le neutrophile, ce qui suggére un
role important des facteurs de transcriptibn NF-kB dans la régulation de la production de

cytokines par le neutrophile humain (Cloutier et al., 2007).

1.2.3 Les voies devsignalisation MAPK

Parallelement a 1’étude des facteurs de transcription et de ieur impact sur la
production de cytokines par le neutrophile humain, notre laboratoire s’est penché sur le réle
des voies de signalisation dans ce processus, dont les voies MAPK, qui sont impliquées
dans plusieurs processus cellulaires, comme la différenciation, I’apoptose ou la synthése de
protéines. Trois voies de signalisation MAPK principales sont présentes chez le
neutrophile, la voie ERK (mitogen-regulated extracellular signal-regulated kinase), la voie
p38 et la voie SAPK/INK. Ces MAPK sont activées par des MAPK kinases, MEK ou
MKK, tandis que ces derniéres sont activées par des MAPK kinase kinases, MAP3K.
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Notre laboratoire a étudié I’implication des voies de signalisation MAPK dans
Pinduction génique des cytokines pro-inflammatoires. Dans ce contexte, il a été montré que
’activation de JNK n’avait pas d’impact sur la production de cytokines, puisque la protéine
c-Jun, un substrat de JNK membre de la famille des facteurs de transcription AP-1, n’est
pas exprimée et que les inhibiteurs de JNK n’affectaient par la synthése de cytokines
(Cloutier et al., 2003). Au contraire de JNK, les voies p38 MAPK et MEK/ERK jouent un
role important dans I’induction des cytokines pro-inflammatoires chez le neutrophile. En
effet, des inhibiteurs de ces voies diminuent considérablement la production de cytokines,
sans toutefois affecter ’activation des facteurs de transcription NF-xB (Cloutier et al.,
2007). Cépendant, l’inhibition de la voie p38 MAPK interfére la liaison a I’ADN de TFIID,
ce qui suggére un mécanisme d’action par lequel les voies MAPK controlent la production

de cytokines (Cloutier et al., 2007).

Finalement, plus récemment, notre laboratoire s’est penché sur la voie de
signalisation PI3-K/AKT. Nous avons montré que !’inhibition de la PI3-K n’avait pas
d’impact- sur l’activation des facteurs de transcription NF-kB et C/EBP, mais que
I’inhibition de cette voie diminuait la production de cytokines et de chimiokines par le
neutrophile (Fortin et al., 201 1). En conclusion, plusieurs éléments sont importants dans la
production de cytokines par le neutrophile humain, les facteurs de transcription, avec la
participation de NF-kB et de C/EBP, et aussi les voies de signalisation, dont les voies

MAPK p38 et MEK/ERK ainsi que la voie PI3-K/AKT.
1.3 TAK1

Récemment, dans le laboratoire, nous avons également démontré 1’importance de
TAK]1, une MAP3K, dans ce processus (Ear ef al., 2010; Fortin et al., 2011).

1.3.1 TAK1 en tant que MAP3K
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Le premier groupe qui a travaillé avec TAK1 a découvert qu’elle était activée en
réponse au TGF-B et au BMP, qu’elle régulait I’activit¢ de la p38 MAPK et qu’elle
participait & la régulation de la transcription par le TGF- (Yamaguchi et al., 1995).
Ensuite, il a été démontré que TAKI1 se situait en amont des voies p38 MAPK et JNK
MAPK (Moriguchi et al., 1996; Shirakabe et al., 1997). Par la suite, plusicurs études ont
démontré son rdle dans ’activation des facteurs de transcription NF-xB, via ’activation de
IKKPB (Sakurai et al., 1999; Takaesu et al., 2003; Wang et al., 2001). Finalement, d’autres
études |’ont située en amont de la voie de signalisation PI3-K/AKT (Fortin ef al., 2011; Lee
et al., 2000). Tout cela lui confére un réle crucial dans plusieurs processus >cellulaires,

comme la survie cellulaire, la différenciation et la réponse inflammatoire (Delaney et
Milodzik, 2006).

1.3.2 L’activation de TAK1

TAK!1 est activée par une panoplie de ligands, dont plusieurs cytokines, comme le
TGF-B, la famille de I’'TL-1 (IL-I B et IL-18), et la famille du TNF (TNFa et RANKL), mais
aussi suite a la ligation du TCR, BCR et des TLR (Lee e al., 2000; Mizukami et al., 2002;
Ninomiya-Tsuji et al., 1999, Sakurai et al., 1999; Sakurai et al., 2003; Schuman et al,
2009; Wald et al., 2001; Wan et al., 2006; Yamaguchi et al., 1995).

Dans la cellule, TAK1 est présente dans un complexe protéique avec ses sous-unités
régulatrices, soit TAB1, TAB2 et TAB3 (Wang er al., 2001). L’activité kinase de TAK1
dépend de la présence des ces protéines adaptatrices (Shibuya et al., 1996; Takaesu et al.,
2000). TAB2 et TABS3 sont des protéines régulatrices qui servent de pont entre TRAF6 et
TAK1 via I’ubiquitination de TRAF6 en Lys63 (Takaesu et al., 2000), tandis que‘ TABI est
nécessaire a la transautophosphorylation de TAK]1 et a son activité kinase (Kishimoto e al.,
2000; Sakurai ef al., 2000). TAK]1 est activée a la fois par ubiquitination en lys63 et par
autophosphorylation (Fan er al., 2010; Sakurai et al,, 2000). L’autophosphorylation de
TAK1 se fait en présence de TABI sur le résidu Ser-192 (Kishimoto ez al., 2000). De son

coté, 'ubiquitination de TAK1 est nécessaire a 1’activation de la voie IKK par TAKI et
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procéde par un mécanisme décrit plus loin (Fan et al., 2010). Une E2 ubiquitine ligase et
une E3 ubiquitine ligase ont été identifiées dans l’ubiquitination de TAKl. La E2
ubiquitine ligase est un hétérodimére formé de Ubc13 et de UevlA et cette enzyme catalyse
la formation de chaines liées en lysine 63 (Deng et al., 2000). La E3 ubiquitine ligase
impliquée dans ce processus serait TRAF2 ou TRAF6 (Deng ef al., 2000). Ces protéines
possédent un domaine RING qui est responsable de la formation de la chaine d’ubiquitine
en lysine 63 et est nécessaire a 1’activation de NF-xB et de JNK (Baud et al., 1999; Cao et
al., 1996). 11 a été montré que TRAF6 est essentiel a ’activation de NF-xB en réponse a
plusieurs ‘stimuli, dont IL-1p, IL-18, CD40, RANKL ainsi que la plupart des TLR (Wu et
Arron, 2003). De son c6té, TRAF2 est nécessaire a I’activation des récepteurs de la famille
du TNF (Lee et al., 1997).

La figure 2 présente le processus d’activation de TAKI1 et des facteurs de
transcription NF-kB. D’abord, D'activation du récepteur méne a la dimérisation des
protéines TRAF. Dans le cas de I'IL-1f, Dactivation du récepteur meéne a la
phosphorylation de la protéine IRAK, qui ensuite recrute et permet la dimérisation de
TRAF6 (Jiang et al., 2002). Les protéines TRAF ainsi dimérisées sont ubiquitinées en
lysine 63, ce qui permet le recrutement du complexe de TAKI, via TAB2. TAKI1 est
ensuite activée par autophosphorylation et ubiquitination (Fan et al., 2010). Par la suite,
TAK1 ac;cive par phosphorylation IKKf, provoquant 1’activation du complexe de kinase,
qui phosphoryle IkB, le ciblant pour ubiquitination en lysine 48, ce qui 1’entraine dans la
dégradation par le protéasome. Les facteurs de transcription NF-xB peuvent ainsi

transloquer au noyau et activer leurs génes cibles (Adhikari et al., 2007).
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Figure 2 Activation de TAKI et de la cascade NF-xB suite a I'activation du TNFRI,
de I'lL1R et du TCR.

L'activation du récepteur méne a la dimérisation des protéines TRAF. Ces derniéres sont
ensuite ubiquitinées en lysine 63, permettant le recrutement de TAK1, via TAB2. TAK1
active ensuite IKKP, ce qui active le complexe IKK-a/B/y qui va phosphoryler IkB, le
ciblant ainsi pour ubiquitination en lysine 48. IxB sera conséquemment dégradé par le

protéasome. Sa dégradation permet la translocation des facteurs de transcription NF-kB au
noyau (Adhikari et al., 2007).
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1.3.3 TAK1 chez le neutrophile

Des études récentes dans notre laboratoire ont démontré I'importance de TAK1 dans
les réponses du neutrophile face a des stimuli comme le LPS et le TNFa. 11 a été montré
que TAKI1 était nécessaire a I’activation des facteurs de transcription NF-kB, puisque
I’inhibition de TAK1 empéche la liaison de NF-kB & I’ADN ainsi que la phosphorylation
de IKKP et la dégradation d’IxB-a (Ear et al., 2010). De plus, il a été démontré que TAK1
joue un role essentiel dans les réponses fonctionnelles du neutrophile, comme I’expression
et la sécrétion de cytokines et chimiokines ainsi que le retard de I’apoptose, en réponse au
LPS et au TNFa (Ear er al., 2010). L’implication de TAK1 dans ces réponses avait été
observée dans d’autres types cellulaires en réponse a d’autres stimuli. Finalement, les
études de notre laboratoire ont également démontré que TAK1 se situe en amont des voies
de signalisation p38 MAPK et PI3-K/AKT et il s’agit d’une des premiéres études 4 montrer
que TAKI1 se situe également en amont de la voie MEK/ERK (Ear ef al., 2010; Fortin er
al., 2011).

Les voies de signalisation activées par le LPS et le TNFa présentent plusieurs
similitudes avec celles activées par des chimioattractants (ex. le fMLP) ou des facteurs de
croissance (ex. le GM-CSF), notamment les voies p38 MAPK, MEK/ERK et PI3-K/AKT.
Le fait que ces voies soient contrdlées par TAK1 avec les premiers stimuli nous a incité a
étudier si ces derniers stimuli utilisent également TAK1 dans leur signalisation, malgré
qu'ils soient de piétres activateurs des facteurs de transcription NF-kB, une cible classique

de TAK]1.

1.4 Le fMLP

1.4.1 Les peptides N-formylés

Le fMLP (N-formyl-méthionine-leucine-phénylalanine) est un tripeptide N-formylé

dérivé des bactéries Gram négatifs, comme E.coli (Marasco et al., 1984) ou de protéines
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provenant des mitochondries (Carp, 1982). En plus de son rdle principal comme
chimioattractant pour les leucocytes (Becker er al., 1987), le fMLP a récemment été
impliqué dans plusieurs processus cellulaires ou inflammatoires dans d’autres types
cellulaireg. Par exemple, le fMLP agit sur les hépatocytes et promeut la synthése des
protéines de la phase aigué, comme la protéine C3 et la diminution de la synthése
d’albumine (McCoy ef al., 1995). D plus, le fMLP, via I’induction de la synthése de TXA2
et de PGI2, agit sur les cellules musculaires lisses des artéres coronaires et module la
contraction des artéres (Keitoku et al., 1997). De plus, il a été récemment démontré que le
récepteur du fMLP est exprimé sur les cellules souches du mésenchyme et qu’il agit sur
celles-ci en favorisant leur adhésion et leur migration en réponse au fMLP (Viswanathan et
al., 2007). Finalement, il a été montré que le fMLP agit sur les cellules souches du
mésenchyme en stimulant leur différenciation ostéoblastique ainsi que 1’ostéogenése, via

les voies de signalisation PLC-CaMKII (Shin et al., 2011).

1.4.2 Le fMLP et le neutrophile

Le fMLP a beaucoup été étudié pour ses effets sur les leucocytes. Chez le
neutrophile, le fMLP entraine plusieurs réponses. D’abord, il s’agit d’un puissant
chimioattractant. La présence de fMLP provoque chez le neutrophile une polarisation
cellulaire, c’est-a-dire qu’il y a une modification du cytosquelette d’actine par la synthése
de F-actine (Wallace ef al., 1984). Ce processus de polarisation cellulaire est accompagné
d’une élévation de la concentration intracellulaire de calcium (Kuijpers et al., 1992; Merritt
et al., 1991). De plus, le {MLP induit plusieurs des fonctions classiques du neutrophile, soit
la dégranulati'on et la flambée oxydative (Hoffstein et al., 1982; Kuijpers ez al., 1992;
Turner et al., 1994, Waddell et al., 1994). En plus de I’induction des fonctions classiques,
le fMLP induit une hausse de ’expression de plusieurs récepteurs, dont les intégrines
CDl1la, CD11b et CD18, ce qui a une grande influence sur la motilit¢ du neutrophile en
réponse au stimulus (Derian et al., 1995; Volz, 1993). Ensuite, Ie MLP induit la production
de plusieixrs médiateurs, dont les médiateurs lipidiques, en causant le recrutement de la 5-

lipoxygénase chez les cellules stimulées afin de métaboliser I’acide arachidonique et
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produire du 5-HETE et du LTB4 (Clancy ef al, 1983; Palmer et Salmon, 1983).
Finalement, des médiateurs protéiques sont produits en réponse au fMLP, comme I’'IL-8 et
I’IL-1ra (Cassatella, 1999; Scapini et al., 2000).

La réponse du neutrophile au fMLP est modulée par 1’action d’un premier stimulus
sur les cellules. Plusieurs cytokines modulent la réponse au fMLP. D’abord, le LPS est
connu pour augmenter l’effet du fMLP sur la production d’anion superoxyde, la
polymérisation de la F-actine, I’expression de différents récepteurs (comme le CD11b et le
FPR) et d’augmenter la concentration intracellulaire de calcium (Yee et Christou, 1993).
D’autres médiateurs ont un effet modulateur semblable. Parmi ceux-ci, le TNF entraine une
augmentation du chimiotactisme, de la dégranulation et de la production d’anion
superoxyde (Bajaj ef al., 1992). De plus, le PAF et I'IFN-y augmentent tous deux la
production d’anion superoxyde par le fMLP (Gay, 1990; Tennenberg et al., 1993).
Finalement, le GM-CSF est également un puissant agent de modulation de la réponse en
augmentant le chimiotactisme, la dégranulation et la flambée oxydative en réponse au
fMLP (DeNichilo et al., 1991; Tyagi et al., 1989; Weisbart et al., 1987).

1.4.3 Le fMLP dans les pathologies

Le fMLP est présent dans plusieurs sites infectieux. Dans les poumons, il a été
montré que la présence soutenue de fMLP cause une augmentation de I’inflammation
bronchique (Peters et al., 1991). Ainsi, sa présence contribue a I’'inflammation bronchique
lors d’uqe infection (Peters et al., 1992). Finalement, le fMLP agit comme agent
bronchoconstricteur lors des infections (Berend et al., 1986). De plus, plusieurs pathologies
entrainent un défaut de fonctionnement des neutrophiles. Par exemple, dans le cas de la
périodontite juvénile, la réponse de neutrophile au fMLP est altérée. En effet, il y a une
baisse importante du chimiotactisme du neutrophile accompagnée d’une diminution de la
mobilisation de calcium intracellulaire (Agarwal et al., 1989). Cette réduction du
chimiotactisme est suivie d’une diminution de la capacité du neutrophile a phagocyter (Van
Dyke et al., 1986). Ces effets sont provoqués par une diminution de 1’expression du

récepteur au fMLP (Van Dyke et al., 1990), mais également par une mutation dans une
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boucle intracellulaire du récepteur, altérant la réponse du récepteur au fMLP (Gwinn et al.,
1999).

1.4.4 Le récepteur des peptides N-formylés

1l vexiste trois récepteurs des peptides N-formylés chez I’humain, soit le FPR, ainsi
que ses deux homologues, le FPRL1 et le FPRL2. Le récepteur FPR est un récepteur de
haute affinité pour le fMLP, avec un Kd < 1nM, tandis que le FPRL1 est un récepteur de
faible affinité pour le fMLP, avec un Kd > 1 uM. Finalement, le FPRL2 ne lie pas le fMLP
ou les peptides N-formylés, mais plutdt d’autres ligands non formylés du FPRL1 (Le et al.,
2002). Les trois récepteurs font partie de la famille des récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés a une protéine G. Comme beaucoup de récepteurs de
chimioattractants, le récepteur est couplé a une sous-unité Gai qui est sensible a la toxine
pertussique (Krause et al., 1985). Les récepteurs des peptides N-formylés sont exprimés sur
une grande vari€té de tissus et cellules, entre autres sur les monocytes, macrophages,
neutrophiles, cellules dendritiques immatures, plaquettes, microglie, moelle osseuse, mais
aussi sur des cellules qui ne font pas partie du systtme immunitaire, comme les
fibroblastes, les hépatocytes, ou les astrocytes (tableau 4). Le FPRL1, quant & lui, est
exprimé sur plusieurs cellules et tissus, comme les monocytes et macrophages, les
neutrophiles, les cellules B et T, les cellules épithéliales et les fibroblastes (tableau 4).
Finalement, le FPRL2 est exprimé sur les cellules dendritiques matures et immatures, ainsi
que sur les monocytes et macrophages, mais son ARNm est détecté dans plusieurs tissus,
comme la rate, les ganglions lymphatiques, les poumons et le foie (tableau 4) (Migeotte et

al., 2006). Seuls les récepteurs FPR et FPRL1 sont exprimés sur le neutrophile humain.
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Tableau 4 Distribution cellulaire et tissulaire des récepteurs de peptides N-Formylés
(tiré de Migeotte et al., 2006)

Récepteur | FPR FPRL1 FPRL2

Distribution Monocyte/macrophages, | Monocyte/macrophages, | Monocyte/macrophages,
cellulaire neutrophiles, cellules | neutrophiles, cellules | cellules dendritiques

dendritiques immatures, | dendritiques immatures, | matures et immatures,

cellules endothéliales, | cellules B et T, cellules | foie, ganglions
plaquettes, hépatocytes, | endothéliales, cellules | lymphatiques, trachée,
astrocytes, microglie, | épithéliales, microglie, | fois, petit intestin,
fibroblastes, cellules | astrocytes, ﬁbroblastés, placenta

musculaires lisses | hépatocytes, placenta,

vasculaires, thyroide, | cerveau, moelle osseuse,

reins, systéme nerveux | rate, poumons, testicules
central et périphérique,
foie, poumons, rate, cceur,
utérus, moelle osseuse,

estomac

1.4.5 La signalisation induite par le fMLP

L’activation du récepteur au fMLP, le FPR, méne a 1’activation de plusieurs voies
de signalisation (figure 3). D’abord, la liaison du fMLP a son récepteur active la protéine G
et cause la dissociation des sous-unités pour obtenir la sous-unité o liée au GTP d’un cdté
et les sous-unités By de l’autre (Le ez al., 2002). Les sous-unités By activent la PLCB2 et la
PI3K (Le et al., 2002). La PI3K a pour rdle de transformer le PIP2 en PIP3, mais aussi
phosphoryle la kinase AKT. De son c6té, la PLCB2 transforme le PIP2 en IP3 et DAG
(Panaro et al., 2006). Dans la cellule, I'IP3 provoque la relache des réserves de calcium et
provoque ainsi ’augmentation de la concentration intracellulaire de Ca*", nécessaire au
processus de remaniement du cytosquelette d’actine (Rabiet et al., 2007). De son coté, le

DAG active certaines isoformes de la PKC. Cette derniére est impliquée dans I’activation et




29

la modulation de I’activité de la NADPH oxydase, via la phosphorylation de la sous-unité
p47™" (Rabiet ef al., 2007).

La liaison du fMLP a son récepteur active aussi des sentiers MAPK, comme la voie
ERK1/2 ainsi que la voie p38. Aussi, ’activation de la phospholipase A2 (PLA2) par la
PKC entraine le métabolisme de [’acide arachidonique et la production de LTB4.
Finalement, d’autres protéines qui sont activées dans la signalisation du fMLP sont les
petites protéines G de la famille Rho ainsi que Racl et Cdc42 (Rabiet ef al., 2007). Ces
derniéres sont impliquées dans les réarrangements du cytosquelette d’actine impliqués dans
le chimiotactisme (Le ef al., 2002; Migeotte et al., 2006; Panaro et al., 2006; Rabiet et al.,
2007).
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Figure 3 Voies de signalisation et réponses induites par la liaison d'un
chimioattractant (fMLP) a son récepteur.

L’activation du récepteur du fMLP méne a I’activation de la PLCB2 et de la PI3K, ce qui
meéne a ’activation de la PKC, impliquée dans ’activation de la NADPH oxydase. Il y a
aussi activation des sentiers MAPK p38 et ERK1/2. De plus, la stimulation du récepteur du
fMLP active la PLA2 et finalement des petites protéines G de la famille Rho, Racl et
Cdc42 (tiré de Rabiet ez al., 2007).

1.5 Le GM-CSF

1.5.1 Le facteur de croissance GM-CSF

Le GM-CSF, ou « granulocyte macrophage colony stimulating factor », a d’abord
été reconnu pour ses effets sur les précurseurs myéloides en stimulant leur différenciation et
leur prolifération en granulocytes et macrophages in vitro (Metcalf et al., 1980). 11 fait
partie de la famille des « colony stimulating factors », avec le G-CSF et le M-CSF qui

stimulent la différenciation de cellules souches en granulocytes et macrophages,
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respectivement. 11 a été originellement décrit comme une cytokine pro-inflammatoire
(Hamilton et al., 1980). Le GM-CSF est un polypeptide glycosylé (Hamilton, 2008) produit
par une variété de cellules, comme les macrophages, les cellules T, les fibroblastes et les
cellules endothéliales (Burgess et Metcalf, 1980; Martinez-Moczygemba et Huston, 2003).
Sa production est induite par plusieurs facteurs, dont les endotoxines et autres produits
bactériens, les infections virales ou par des protozoaires ainsi que par certaines cellules

tumorales (Burgess et Metcalf, 1980).

Le GM-CSF agit de plusieurs fagons sur les cellules du systéme immunitaire.
D’abord, il agit sur les progéniteurs myéloides et est impliqué dans le développement de
mégacaryocytes (Emerson et al., 1988). 11 agit également sur les monocytes et macrophages
en augmentant leur adhérence aux cellules endothéliales, en induisant ’expression de
molécules de CMH-II et en modulant la production de cytokines (Alvaro-Gracia et al.,
1989; Fischer et al., 1988; Gamble et al., 1989; Hart et al., 1988). De plus, il agit sur les
cellules présentatrices d’antigéne, comme les macrophages et les cellules microgliales, pour
augmenter leur capacité a phagocyter et & présenter les antigénes (Morrissey ef al., 1987).
Finalement, le GM-CSF est utilisé en clinique afin d’augmenter le nombre de neutrophiles
suite a une chimiothérapie ainsi que pour mobiliser des cellules souches myéloides dans le
sang (Antman et al., 1988).

1.5.2 Le GM-CSF et les neutrophiles

En plus des différentes actions décrites ci-dessus sur le systéme immunitaire,
plusieurs‘actions du GM-CSF ont été répertoriées chez le neutrophile, une des cibles
principales de ce facteur de croissance. Il peut agir de deux fagons sur les neutrophiles, soit
en induisant des réponses directes ou en modulant les réponses a un deuxiéme stimulus, ce

qui constitue le phénomeéne de « priming ».

Un effet direct majeur du GM-CSF majeur sur les neutrophiles est 1’induction d’un
retard de I’apoptose (Brach et al., 1992; Klein et al., 2000). Cette action se fait selon un
mécanisme impliquant 4 la fois la synthése ’ARNm et la synthése protéique, mais aussi en

prévenant la fragmentation de I’ADN, qui est une étape clé dans le phénomene d’apoptose
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(Brach er al., 1992). Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans le retard de
P’apoptose, comme les voies PI3K/AKT et MEK/ERK (Klein et al., 2000), et possiblement
la voie JAK/STAT (Epling-Burnette et al., 2001). Enfin, le GM-CSF induit non seulement
I’expression de MCL-1 (Moulding et al., 1998), une protéine antiapoptotique de la famille
BCL-2, mais il augmente sa stabilit¢ en prévenant sa dégradation par le protéasome
(Derouet er al., 2004), augmentant sa présence dans la cellule et soutenant son activité
antiapoptotique. Un autre effet du GM-CSF est I’augmentation de 1’expression de plusieurs
récepteur_s chez le neutrophile. Ceci inclut d’abord une augmentation de I’expression et de
la sensibilité du récepteur du fMLP (Atkinson et al., 1988). 11 y a aussi une augmentation
de I’expression du TLR2 et du corécepteur CD14, ce qui mene 4 une augmentation de la
réponse des neutrophiles au LPS (Kurt-Jones et al., 2002). De plus, il y a une augmentation
de D’expression du récepteur de chimiokines CCRI1, augmentant ainsi la réponse des
neutrophiles aux chimiokines (Cheng et al, 2001). Finalement, le GM-CSF agit
directement sur les neutrophiles pour entrainer la sécrétion de cytokines et de chimiokines,
comme I’IL-1, PIL-1ra et I’IL-8 (Cassatella, 1999; Lindemann et al., 1988; Scapini ef al.,
2000; Schroder et al., 2006).

Le GM-CSF amplifie les fonctions classiques du neutrophile comme la production
d’anion superoxyde (Atkinson et al., 1988; Nathan, 1989; Weisbart er al, 1987), la
phagocytose (Metcalf et al., 1986), la mobilisation du calcium intracellulaire (Naccache et
al., 1988), I’activité de la PLD (Bourgoin et al., 1990) et finalement la reldche d’acide
arachidonique et de LTB4 (DiPersio et al., 1988). De plus, le GM-CSF agit sur les
neutrophiles pour augmenter leur capacité a réagir a la présence d’ADN bactérien (Fuxman
Bass et al., 2008).

1.5.3 Le GM-CSF dans les pathologies

Puisque le GM-CSF agit sur beaucoup de cellules du systtme immunitaire et qu’il
est produit par beaucoup de types cellulaires, il n’est pas surprenant qu’il soit impliqué dans
plusieurs pathologies. La présence et I'effet du GM-CSF ont beaucoup été étudiés dans

plusieurs maladies auto-immunes, entre autres, dans I’arthrite thumatoide. Il est connu
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depuis longtemps que le GM-CSF est présent en grandes quantités dans le liquide synovial
de patients atteints d’arthrite rhumatoide (Hamilton, 2008). Des études ont été faites afin
d’établir son implication dans la pathologie. Il a été montré que I’administration de GM-
CSF avait pour effet d’augmenter la sévérité des symptomes de la maladie (Bischof et al.,
2000). Au contraire, lorsque le GM-CSF est absent, comme dans des souris déficientes au
GM-CSF, il n’y avait peu ou pas d’induction de la maladie et que le blocage du GM-CSF
avec des anticorps neutralisants avait pour effet de diminuer la sévérité et la progression de
la maladie (Campbell et al., 1998; Cook e al., 2001). Cela démontre 1I’importance du GM-
CSF dans le développement de I’arthrite rhumatoide.

Aussi, le GM-CSF a été impliqué dans le mod¢le animal de la sclérose en plaques,
le EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis). En effet, il a été montré que le GM-
CSF stimule la prolifération et la fonction des cellules microgliales in vitro (Fischer et al.,
1993). Chez les souris atteintes, il a été montré que les symptdmes sont augmentés lors de
I’administration du facteur de croissance (Marusic et al., 2002) et que ces symptdmes
étaient diminués avec le blocage du GM-CSF, avec un anticorps bloquant (McQualter et
al., 2001). Donc, cela suggére un rdle pour le GM-CSF dans I'induction de la sclérose en

plaques.

Finalement, une autre maladie bien étudiée pour I’implication du GM-CSF est la
colite expérimentale, soit le modéle animal des désordres inflammatoires de I’intestin. Dans
ce modéle, I’administration de GM-CSF améliore les symptomes et I’état histologique des
intestins (Sainathan ef al., 2008). Aussi, chez des patients atteints de la maladie de Crohn,
I’administration de GM-CSF entraine une amélioration des symptomes (Korzenik et al.,
2005). Donc, le GM-CSF joue un réle important dans le développement de toutes ces
pathologfes.

1.5.4 Le récepteur du GM-CSF

Le récepteur du GM-CSF fait partie de la famille des récepteurs de cytokines de

type I (Barreda et al., 2004). C’est un hétérodimére composé d’une chaine a et d’une
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chaine Bc commune aux récepteurs de 1’IL-3 et de I'IL-5 (Barreda et al., 2004). La chaine
a du récepteur (GMRa) a une faible affinité pour le GM-CSF (Kd de I’ordre du nM) tandis
que la chaine Bc a peu ou pas d’affinité pour le GM-CSF mais est nécessaire a la
transmission du signal. L’assemblage de ces deux chaines crée un récepteur de haute
affinit¢ (Kd de 1’ordre de pM) (Gearing et al., 1989; Park et al, 1992). Le récepteur est
exprimé principalement sur les macrophages, les neutrophiles et les éosinophiles ainsi que
leurs précurseurs, mais aussi sur les précurseurs €rythropoiétiques et mégacaryocytes, les
cellules B et T, les cellules endothéliales vasculaires et les fibroblastes (Barreda et al.,
2004). L’expression de la chaine fc peut étre augmentée par plusieurs facteurs, comme
I’'IFNy, le SCF, ’IL-3, ’EPO et le TNFa chez les cellules hématopoiétiques (Liboi ez al.,
1992; Sato et al., 1993).

A’ la surface des cellules, le récepteur est présent sous forme hexamérique
comprenant deux molécules de GM-CSF, deux chaines GMRa et deux chaines ¢ pour
former trois sites de liaison du GM-CSF. L’activation du récepteur entraine la dimérisation
de I’hexameére pour former un dodécameére, ce qui permet la transphosphorylation du

récepteur par JAK2 (Hercus et al., 2009).

1.5.5 La signalisation induite par le GM-CSF

Le récepteur du GM-CSF ne posseéde pas d’activité kinase intrinséque; c’est plutdt
son activation par JAK2 (Al-Shami ef al., 1998) qui permet la transduction du signal. La
liaison de GM-CSF a son récepteur provoque 1’activation de JAK2, ce qui entraine la
phosphorylation de la chaine fc, menant au recrutement de protéines adaptatrices SH2
(Guthridge et al., 1998; Hercus et al., 2009). Les protéines possédant au moins un domaine
SH2 servent de pont entre la cascade de signalisation et la chaine fic, dont entre autres le
recrutement de STATS au récepteur pour son activation par JAK2 (Guthridge et al., 1998).
A de faibles concentrations de GM-CSF, la phosphorylation de la chaine fc s’insére dans
une protéine adaptatrice de motif 14-3-3, qui fait le pont avec I’activation de la PI3K et de

AKT (Hercus et al, 2009). A de plus grandes concentrations de GM-CSF, la



35

phosphorylation en tyrosine de la chaine fc méne au recrutement des protéines SH2 et
conséquemment a ’activation de la voie PI3K-AKT. Plusieurs voies MAPK sont activées
dans ce processus, dont les voies Ras-MAPK et Raf-MAPK, dont ERK1/2 et p38
(Guthridge et al., 1998; Hercus et al., 2009) (figure 4).

Survival Only  Survival and Proliferation

= [GM-CSF] ——>

Figure 4 Voies de signalisation activées par la liaison du GM-CSF a son récepteur.
L’activation du récepteur du GM-CSF se fait par la phosphorylation des chaines B¢ par
JAK2, ce qui recrute les protéines adaptatrices SH2 au récepteur. Cela méne a I’activation
de la voie PI3K/AKT, mais aussi & I’activation de voies de signalisation MAPK (tiré de
Hercus et al., 2009).
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1.6 Hypothése de recherche et objectifs

Dans ce mémoire, je soutiens 1’hypothése de recherche que TAK1 est située en
amont des voies de signalisation induites par le fMLP et le GM-CSF chez le neutrophile
humain et joue conséquemment un réle essentiel dans les réponses cellulaires du

neutrophile.
Objectifs :

* Déterminer le role de TAK1 dans la signalisation MAP kinase et PI3K.
e Evaluer I’impact de TAKI sur les réponses fonctionnelles du neutrophile, dont
I’expression et la production de cytokines et chimiokines, le retard 1’apoptose ainsi

que la production de leucotriénes.



CHAPITRE 2 : Matériels et méthodes

2.1 Les produits utilisés

Lés anticorps dirigés contre TAK1, MEKK]1, MEKK3, IKKa/, IKKy et IkB-a
proviennent de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Les anticorps anti-
phosphoprotéines (STAT-1-3-5, p38, ERK1/2, MEK1/2, AKT, cPLA2) proviennent tous de
Cell Signaling Technology (Beverly, MA). Les anticorps secondaires anti-lapin et anti-
souris conjugués a la peroxydase de raifort, ainsi que la trousse de luminescence ECL sont
de chez Amersham Biosciences (Baie d’Urfé, Qc), tandis que les anticorps secondaires
anti-chévre ont été achetés chez Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Le Ficoll-
Paque, la T4 polynucléotide kinase, le Poly (dI-dC) et les billes de protéine G-Sépharose
4FF proviennent tous de GE HealthCare Biosciences Inc. (Baie d’Urfé, Qc). L’ATP-yP32 a
été achetée chez NEN (Boston, MA). Le milieu de culture RPMI 1640 et le FCS sans
endotoxine ont tous deux été achetés chez Wisent (St-Bruno, Qc). Les cytokines humaines
recombinantes ainsi que les ensembles pour ELISA proviennent de R&D Systems
(Minneapolis, MN). Le LPS ultrapure (E.coli O111 :B4) a été acheté chez InvivoGen (San
Diego, CA). L’annexine V-FITC est de chez BD Biosciences (Mississauga, On). Le BSA,
la cycloheximide, le diisopropyl fluorophosphate (DFP), le fMLP, la myelin basic protein
(MBP), le phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF) et le propidium ioid ont tous été
achetés chez Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Le Leucotriéne B4 (LTB,) et le platelet-
activating factor (PAF) sont tous deux de chez Cayman Chemical (Ann Arbor, MI). Les
inhibiteurs de protéases aprotinine, 4-(2-aminomethyl) benzenesulfony! fluoride (AEBSF),
leupeptine et pepstatine A proviennent de chez Roche (Laval, Qc). L’inhibiteur de TAK1,
le 5z-7-oxozeanol a été gracieusement offert par Dr M. Tsuchiya et Dr K. Ono (Chugai
Phannacéutical Co. Ltd, Shizuoka, Japon). Finalement, tous les inhibiteurs de voies de
signalisation (SB202190, PD98059, 1.Y294002, Wortmannin, MG132, BAY117082)
proviennent de Calbiochem (San Diego, CA).
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2.2 Isolement des neutrophiles

Les neutrophiles sont isolés a partir de sang périphérique de donneurs sains selon la
méthode de Boyum (1968), avec la modification que toute la procédure est faite a
température de la piece. En résumé, le sang est prélevé et centrifugé a 200 X g pendant 10
minutes. Le plasma est ensuite retiré et remplacé par du PBS stérile. Aprés la sédimentation
au dextran, les cellules sont centrifugées sur du Ficoll-Paque. Les PBMC sont retirés et les
érythrocytes sont enlevés par lyse hypotonique dans 1’eau pour 20 secondes. Les
neutrophiles purifiés sont ensuite lavés au PBS et resuspendus dans du RPMI 1640
supplémenté au sérum autologue a une concentration de 5 X 10° cellules, sauf lorsqu’il y a
indication contraire. La suspension finale contient moins de 0,5% de monocytes et
lymphocytes, tel que déterminé par la coloration de Wright/Giemsa ou par cytofluorimétrie.
De plus, I’exclusion au bleu de Trypan démontre une viabilité des neutrophiles en culture

supérieure a 98% aprés 4 heures.

2.3 Fractionnements cellulaires et immunobuvardages de type western

Les neutrophiles sont incubés a 37°C en présence ou absence d’inhibiteurs et/ou de
stimuli tel que décrit dans les légendes des figures. Les stimulations sont arrétées par I’ajout
d’un volume équivalent de PBS froid contenant 2mM DFP et des inhibiteurs de
phosphatases (10 mM NaF, 1 mM Na;VO,, 10 mM Na4P,07). Les cellules sont ensuite
centrifugées a 300 X g pendant 5 minutes et resuspendues dans le tampon de relaxation
froid (10 mM PIPES pH 7,3, 10 mM NaCl, 3,5 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM
EGTA, 1 mM DTT) auquel les inhibiteurs de protéases (1 mM DFP, 1 mM PMSF, 1 mM
AEBSF et 10 (M aprotinine, leupeptine et pepstatine A) et de phosphatases (10 mM NaF, 1
mM Na3zVO4, 10 mM NasP,0O7) sont ajoutés. La lyse par cavitation a I’azote est faite tel que
décrite par McDohald et al. (McDonald et al., 1997, McDonald et al., 1998a). Pour les
lysats cellulaires totaux, le tampon d’échantillon 2X chaud (sample buffer) (50 mM Tris
base pH 6,8, 4% SDS, 10% 2-ME, 20% glycérol) est directement ajouté aux culots de
cellules, puis les échantillons sont placés dans un bain d’eau bouillante pendant 4 minutes.

Ensuite, les lysats cellulaires sont soniqués pour fragmenter la chromatine. Les échantillons
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ont ensuite été séparés par électrophorése sur gel de polyacrylamide de 10-12% selon la
méthode de Laemmli (Laemmli, 1970). Le volume d’échantillon est ajusté en fonction de
sa concentration protéique. Aprés I’électrophorese, les protéines sont transférées sur une
membrane de nitrocellulose et ensuite analysées en immunobuvardage tel que décrit par

 McDonald ef al. (McDonald et al., 1997).

2.4 Immunoprécipitations et immunobuvardages de type western

Les neutrophiles (20 X 10° / 1500uL) sont incubés a 37°C en présence ou en
absence d’inhibiteurs et/ou de stimuli. Les stimulations sont arrétées par une bréve
centrifugation de 15 secondes a 12 000 X g Les culots sont lysés dans 1 mL de tampon de
lyse froid (20 mM Tris base pH 7,4, 1% NP-40, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl) contenant les
inhibiteurs de protéases et de phosphatases décrits plus haut, puis centrifugés pendant 15
minutes a 15 000 rpm & 4°C. Les surnageants sont incubés pendant 90 minutes a 4°C avec
1,5ug d’a_nticorps (ex. anti-TAK1 de souris) suivi d’une incubation toute la nuit a 4°C avec
les billes de protéines G-Sépharose 4FF. Ensuite, les billes sont lavées deux fois avec du
tampon de lyse et deux fois avec du PBS pour finalement €tre placés dans I’eau bouillante
avec 30uL de tampon d’échantillon 2X préchauffé dans 1’eau bouillante. Les échantillons
sont ensuite séparés par électrophorése sur des gels de polyacrylamide de 10%. Les
protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose et analysées en

immunobﬁvardage (ex. anti-IKKa/B de type lapin).

2.5 Immunoprécipitation et essais kinases in vitro

Les neutrophiles sont stimulés, lysés et immunoprécipités comme décrit plus haut
en utilisa;xt 1,5 ug/mL d’anticorps anti-TAK1, anti-MEKK1 et anti-MEKK3. Les billes de
protéines G-Sépharose sont lavées une fois avec le tampon de lyse, une fois avec le tampon
de ringage (20 mM Tris base pH7,4, 150 mM NaCl, 10 mM NasP;07, 25 mM B-
glycérophosphate, 1 mM Na3VOy, 2 pg/mL aprotinine) et deux fois dans le tampon PAN
(20 mM PIPES pH 7,0, 2 pg/mL aprotinine, 100 mM NaCl). Les billes sont ensuite
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resuspendues dans 30 pL de tampon PAN auquel 20 pL sont prélevés. 20 uL de tampon
kinase (20 mM PIPES pH 7,0, 10 mM MgCl,, 2 mM DTT, 1 ug MBP, 2 uM ATP pour
I’essai kinase TAK1) sont ajoutés 20 pL prélévés précédemment. Pour I’essai kinase
MEKK1,-le 10 mM MgCl; est remplacé par 10 mM MnCl, et pour I’essai kinase MEKK3,
il est remplacé par 5 mM MgCl, et S mM MnCl,. De plus, tous les tampons kinase
contenaient 5 uCi de [y-P32-ATP]. Les échantillons sont ensuite incubés pendant 30
minutes a 30°C avec agitation fréquente et les réactions sont terminées par l’ajout de
tampon d’échantillon pré-chauffé a 95°C et par I’incubation du mélange dans un bassin
d’eau bouillante pendant 4 minutes. Les échantillons sont séparés sur gel de polyacrylamide
18%, puis le gel est séché et analysé par autoradiographie. Les billes restantes dans le
tampon PAN sont incubées dans un bain d’eau bouillante avec un volume équivalent de
tampon d’échantillon, puis séparées sur gel de polyacrylamide 10%, transférées sur
membrane de nitrocellulose et analysées en immunobuvardage avec des anticorps anti-
TAK]1, anti-MEKK]1 et anti-MEKK3.

2.6 Extraction d’ARN et analyse par PCR en temps réel

Les neutrophiles (40 X 10° sont incubés en présence ou en absence d’inhibiteurs
et/ou de stimuli pour les temps désirés comme indiqué dans les légendes des figures.
L’ARN est extrait en utilisant le Trizol (Gibco, Burlington, VT) selon le protocole modifié
de Chomczynski et Sacchi (1987). L’ARN extrait est soumis a la transcriptase inverse en
utilisant des amorces aléatoires (Ambio,. Austin, TX) et la Superscript II (Invitrogen,
Burlington, On). L’ADN complémentaire est analys¢ par PCR en temps réel semi-
quantitatif selon le protocole de Dussault et Pouliot (2006) dans un appareil Rotorgene
3000 (Coi'bett Research, Sydney, Australie). Les amorces d’oligonucléotides sont: [L-8 (fw
AGGAAGCTCACTGGTGGCTG; revn TAGGCACAATCCAGGTGGC); Mip-la (fw
AGCTGACTACTTTGAGACGAGCA; rev CGGCTTCGCTTGGTTAGGA); Mip-1b (fw
CTGCTCTCCAGCGCTCTCA; rev GTAAGAAAAGCAGCAGGCGG); TNFa (fw
TCTTCTCGAACCCCGAGTGA; rev CCTCTGATGGCACCACCAG);, 185 (fw
AGGAATTGACGGAAGGGCAC; rev GGACATCTAAGGGCATCACA). Les amorces
poﬁr les analyses des transcrits primaires (PT)-PCR étaient: IL-8 (fw
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ATTGAGAGTGGACCACACTG; rev ACTACTGTAATCCTAACACCTG); Mip-1a (fw
GTCAGTCCTTTCTTGGCTCTG; rev GATACCCACAACGAAACTCAGAC); Mip-1b
(fw AAACCTCTTTGCCACCAATACC; rev AGGACTCTGCCTACACCTTGAC); TNFa
(fw TCAGGATCATCTTCTCGAACC; rev GAGTCCTTCTCACATTGTCTC).

2.7 Analyse des protéines sécrétées par ELISA

Les neutrophiles (3 X 10° cellules / 600 uL) sont mis en culture dans des plaques 12
puits & 37°C sous 5% CO; en présence ou en absence d’inhibiteurs et/ou de stimuli pour les
temps indiqués dans les légendes des figures. Les surnageants sont récupérés, congelés
rapidement dans [’azote liquide et conservés a -70°C. La concentration en cytokines est
déterminée par un essai ELISA de type sandwich en utilisant les paires d’anticorps de
capture et de détection disponibles commercialement (R&D Systems, BD Biosciences)

selon les instructions du manufacturier.

2.8 Détermination de Papoptose du neutrophile

Lgs neutrophiles (5 X 10> cellules) sont mis en culture dans des plaques 12 puits a
37°C sous 5% CO; en présence ou en absence d’inhibiteurs et/ou de stimuli pendant 24
heures. Les cellules sont récoltées et lavées deux fois avec du PBS froid, puis incubées
pendant 30 minutes avec de l’annexine V-FITC. Les cellules marquées sont lavées et
analysées (minimum de 10 000 cellules) sur un appareil FACScan (Becton Dickinson) en

utilisant le programme CELLQuest.

2.9 Détermination de la production de leucotrié¢nes

Les neutrophiles (5 X 10° cellules / mL) sont mis en culture dans du milieu HBSS

contenant 1,6 mM CaCl, puis incubés en présence de 0,1 U mL d’adénosine déaminase, de
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700 pM de GM-CSF, de 1,5 nM de TNFa et de 10 uM de cytochalasin B pendant 30
minutes. Ensuite, les cellules sont stimulées avec 300 nM de fMLP pendant 5 minutes. Les
incubations sont arrétées par 1’ajout de 0,5 volume d’une solution d’arrét (MeOH/MeCN
50/50, v/v) qui contient 12,5 ng de 19-OH-PGB2 et de PGB2 comme contrdles internes.

Les échantillons sont ensuite analysés pour la production de produits de la 5-LO.

2.9 Analyse statistique

Les résultats sont présentés selon la moyenne des différentes expériences + SEM.
L’analyse statistique est faite avec le test t de Student pour des échantillons non pairés avec

un niveau de probabilité statistiquement significatif accepté p =< 0,05.



CHAPITRE 3 : Résultats

3.1 Activation de MAP3K par le fMLP et le GM-CSF chez le neutrophile humain

Les études précédemment faites par notre laboratoire ont montré que TAK1 était
rapidement activée en réponse au LPS et au TNFa chez les neutrophiles humains et que
cette activation était transitoire (Ear et al.,, 2010). Afin de déterminer si cette MAP3K
pouvait tre activée par d’autres classes de stimuli, les ﬁeutrophiles ont été stimulés par le
fMLP, un chimioattractant, et par le GM-CSF, un facteur de croissance, durant un court
intervalle de temps. Ensuite, les lysats cellulaires ont été immunoprécipités a 1’aide d’un
anticorps anti-TAK1 et P’activité kinase de TAK1 a été évaluée par un essai Kinase
radioactif in vitro en utilisant la protéine MBP comme substrat. Les résultats présentés dans
la figure SA montrent que le fMLP, comme le GM-CSF, induisent rapidement 1’activité
kinase de TAK1, avec son maximum & 5 minutes. De plus, cette activation est transitoire
puisque le retour au niveau de base d’activité kinase de TAK1 se fait a 10 minutes. Enfin,
la cinétique d’activation de TAK1 avec le fMLP et le GM-CSF est similaire a celle
observée avec le LPS et le TNFa (Ear et al., 2010).

Certains facteurs chimiotactiques (ex. PAF) sont connus pour leur capacité a activer
MEKK]I1 chez le neutrophile (Nick et al., 1997). Nous nous sommes donc penchés sur la
capacité du fMLP et du GM-CSF a induire I’activité de différentes isoformes de MEKK
chez le neutrophile humain. Comme le présente la figure 5B, seulement le fMLP active
MEKKI1 et MEKK3, selon des cinétiques différentes. A I’inverse, MEKK?2 est faiblement
exprimé chez le neutrophile humain et son activité kinase n’a pas été détectée en réponse au
fMLP et au GM-CSF (données non montrées). Aussi, I’inhibiteur de TAKI1, le 5z-7-
oxozeanol, méme & des concentrations supérieures a 1 uM, n’a pas affecté I’activité kinase
de MEKKI (figure 5C), démontrant la spécificité de I’inhibiteur (Ear et al., 2010,
Ninomiya-Tsuji et al, 2003). Pour ce qui est de MEKK3, son activité kinase semble
diminuée par la présence de I’inhibiteur de TAK1, ce qui peut proposer une dépendance a
TAKI1 (figure 5C). De plus, I’inhibiteur de TAK1 n’affecte pas la phosphorylation induite
des protéines STAT par le GM-CSF, comme attendu d’une réponse indépendante de TAK1
(figure 5D).
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Figure 5 Activation de TAK]1 et de MAP3K par le fMLP et le GM-CSF

A. Les cellules sont stimulées avec 1 nM de GM-CSF ou 30 nM de fMLP pour les temps
indiqués. Ensuite, les cellules ont été lysées et TAK1 a été immunoprécipitée. Une partie du
précipité a servi pour I’essai kinase en utilisant MBP comme substrat et une deuxiéme
partie a servi 4 ’analyse en immunobuvardage de la quantité de TAK1. B. Les conditions
de stimulation sont les mémes que A. L’immunoprécipitation de MEKK1 et de MEKK3 a
été faite et analysée en essai kinase ou en immunobuvardage. C. Les neutrophiles ont été
prétraités. avec une concentration croissante de 5z-7-oxozeanol puis stimulés pendant 1
minute avec 30 nM de fMLP. Suite a la lyse, MEKKI ou MEKK3 ont été
immunoprécipités, suivi d’un essai kinase avec le substrat MBP ou d’une analyse en
immunobuvardage. D. Les cellules ont ét€ préincubées pendant 30 minutes avec 1 uM de
5z-7-oxozeanol puis stimulées pendant 10 minutes avec 1 nM de GM-CSF ou 30 nM de
fMLP. Les cellules ont ensuite été lysées puis analysées en immunobuvardage pour
phospho-STAT1 et phospho-STATS ainsi que pour STATS en contréle. La figure
représente au moins 3 expériences indépendantes.
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3.2 Impact de TAK1 sur la signalisation du fMLP et du GM-CSF chez le neutrophile

humain

Afin d’évaluer ’impact de TAK sur la signalisation des neutrophiles stimulés avec
des chimioattractants et des facteurs de croissance, nous avons inhibé la kinase TAK1 avec
le 5z-7-oxozeanol, un inhibiteur que plusieurs groupes ont montré comme étant hautement
sélectif pour TAKI1, par sa capacité & bloquer I’activité kinase de TAK1 sans affecter
signiﬁcativement I’activité des autres MAP3K ou des MAP kinases en aval (Ear ef al.,
2010; Ninomiya-Tsuji et al., 2003). Dans ces expériences, les cellules ont été préincubées
pendant 30 minutes avec 1 uM de 5z-7-oxozeanol. Cette concentration a été établie comme
optimale pour !’inhibition presque compléte de I’activité kinase de TAK1 chez le
neutrophile humain (Ear et al., 2010). Ensuite, les cellules ont été stimulées avec soit le
fMLP ou le GM-CSF et I’état de phosphorylation des différents éléments de la signalisation
a ét¢ observé par immunobuvardage. Comme le présente la figure 6, le fMLP et le GM-
CSF provoque la phosphorylation de p38 MAPK, de ERK1/2 et de AKT, comme attendu
(McLeish et al., 1998; Nick et al., 1997; Suzuki ef al., 1999). A Popposé, JNK n’est pas
activée par ces stimuli (données non montrées). L’inhibition de TAK1 a réduit presque
totalement la phoéphorylation de ERK1/2, tout en ayant peu ou pas d’effet sur les autres
kinases (figure 6). Donc, il semble que TAK1 se retrouve en amont de la cascade de
signalisation MEK/ERK chez les neutrophiles humains stimulés au fMLP et au GM-CSF.
Des résultats semblables ont été obtenus avec des stimulations sur LTB4 et au PAF

(données non montrées).
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Figure 6 Impact de I'inhibition de TAK1 sur la signalisation MAPK et PI3K

Les neutrophiles ont été préincubées pendant 30 minutes avec 1 uM de 5z-7-oxozeanol puis
stimulées pendant 10 minutes avec 1 nM de GM-CSF ou 30 nM de fMLP. Les lysats totaux
ont été analysés en immunobuvardages pour différentes phospho-protéines de la
signalisation et pour p38 MAPK comme contréle. La figure représente au moins 3
expériences indépendantes. '

3.3 Effet de ’inhibition de TAK1 sur Pexpression et la sécrétion de cytokines par le

neutrophile humain

Notre laboratoire a déja montré que plusieurs des cytokines exprimées par le
neutrophile en réponse au LPS et au TNFa étaient sous le contrle des voies de
signalisation IKK/NF-kB et MAP kinase (Cloutier et al., 2007). Plus récemment, nous
avons également montré ’implication de la voie PI3K/AKT dans ce processus (Fortin et
al,, 2011). Dans la présente étude, nous nous sommes penchés sur les conséquences de
I’inhibition de TAK1 sur la sécrétion de médiateurs inflammatoires par le neutrophile. Pour
cela, les neutrophiles ont été préincubés avec 1 uM de 5z-7-oxozeanol puis stimulés au
fMLP ou au GM-CSF. La quantité de cytokine relachée a ensuite été mesurée. La figure 7
montre que I’inhibition de TAK1 réduit considérablement la sécrétion d’IL-8 et d’IL-1RA
en réponse au fMLP et au GM-CSF. De plus, nous avons trouvé que ’inhibition des voies
de signalisation MEK/ERK et PI3K/AKT réduisait grandement la capacité des neutrophiles

a sécréter ces médiateurs, tandis que I’inhibition de la voie p38 MAPK n’avait pas d’effet
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significatif sur cette réponse (figure 7). Ce résultat est en accord avec les précédents
voulant que I’activation de la voie MEK/ERK soit dépendante de TAK1 et indique que la
voie PI3K/AKT régule la sécrétion de médiateurs inflammatoires indépendamment de
TAKI1. Finalement, les résultats de la figure 7 montrent que les inhibiteurs de NF-xB
n’affectent pas la production d’IL-8 et d’IL-1RA en réponse au fMLP et au GM-CSF, ce
qui est cohérent avec le fait que le GM-CSF n’active pas la voie NF-kB chez le neutrophile

humain et que le fMLP ne I’active que faiblement et tardivement (McDonald et al., 1997).
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Figure 7 Effet de l'inhibition de TAK1 sur la sécrétion de cytokines par le neutrophile
Les neutrophiles ont été prétraités pendant 30 minutes avec ou sans (« - ») 1 uM de 5z-7-
oxozeanol (« TAK »), un inhibiteur de p38 (1 uM SB 202190 « SB »), un inhibiteur de
MEK/ERK (20 uM PD 98059 « PD »), un inhibiteur de PI3K ( 10 uyM LY 294002 « LY »)
ou des inhibiteurs de NF-xB ( 15 pM MG-132 « MG », ou 5 uM BAY 11-7082 « BAY »).
Les cellules ont ensuite été stimulées pendant 2 heures avec 30 nM de fMLP ou 1 nM de
GM-CSF, Les surnageants ont été récoltés et analysés en ELISA. Les résultats représentent
la-moyenne d’au moins 3 expériences indépendantes.
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Pﬁisque la sécrétion d’IL-8 et d’IL-1RA est généralement précédée d’une
accumulation du transcrit d’ARNm, nous nous sommes interrogés sur les effets de
I’inhibition des différentes voies de signalisation sur I’accumulation d’ARNm. En plus des
genes de I’IL-8 et de I’'IL-1RA, nous avons étudi¢ ces effets sur le géne de I'IL-18, puisque
ce dernier est induit par le fMLP et le GM-CSF, bien que cette induction ne provoque pas
de relache d’IL-1B (Malyak et al., 1994). Les résultats de la figure 8 montrent que
I’inhibition de TAK1 et des voies de signalisation MEK/ERK et PI3K/AKT diminue
fortement I’induction de 1’expression des genes de I'IL-8, de I'IL-1RA et de I’'IL-1B en
réponse au fMLP et au GM-CSF. Invérsement, I’inhibition de la voie p38 MAPK n’affecte
pas significativement I’expression génique d’IL-8, d’IL-1RA et d’IL-1B (figure 8). Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus pour la sécrétion de cytokines et ensemble, ils
montrent qu’en réponse a des facteurs chimiotactiques et des facteurs de croissance, les
voies de signalisation TAK1/MEK/ERK et PI3K/AKT sont d’importants régulateurs de

I’expression et de la sécrétion de cytokines chez le neutrophile humain.
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Figure 8 Effet de I'inhibition de TAK1 sur I'expression de cytokines par le neutrophile
humain

Les neutrophiles ont été prétraités pendant 30 minutes avec ou sans (« - ») 1 uM de 5z-7-
oxozeanol (« TAK »), un inhibiteur de p38 (1 uM SB 202190 « SB »), un inhibiteur de
MEK/ERK (20 uM PD 98059 « PD ») ou un inhibiteur de PI3K ( 10 uM LY 294002 « LY
»). Les cellules ont ensuite été€ stimulées pendant 30 minutes avec 30 nM de fMLP ou 1 nM
de GM-CSF. L’ARN total a été€ isolé, soumis a la transcription inverse et analysé par PCR
en temps réel pour I’expression de cytokines. Les résultats représentent la moyenne d’au
moins 3 expériences indépendantes.

3.4 Effet de P’inhibition de TAK1 sur le retard de apoptose du neutrophile humain

Les neutrophiles deviennent apoptotiques rapidement lorsqu’ils sont mis en culture
et ce phénoméne peut étre ralenti par différents stimuli. Pour des stimuli tels que des
chimioattractants (ex. LTB4, PAF, C5a) ainsi que pour le GM-CSF, il est connu que ce
retard de I’apoptose implique la voie de signalisation MEK/ERK (Khreiss et al., 2004;
Klein er al., 2001; Lee et al., 1993). Il a également été établi que le fMLP n’affecte pas
T’apoptose du neutrophile (Klein et al., 2001; Lee et al, 1993). Puisque nos résultats
précédents avec les chimioattractants montraient TAK1 en amont de la voie MEK/ERK,
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nous avons étudié les effets de 1’inhibition de TAKI1 sur le retard de ’apoptose avec le
LTB4 et le GM-CSF. Les résultats de la figure 9 montrent que I’inhibiteur de TAK1 seul
n’a pas d’effet sur I’apoptose constitutive du neutrophile. De plus, le LTB4 et le GM-CSF
induisent un retard de ’apoptose du neutrophile et la présence du 5z-7-oxozeanol enléve
cet effet ('figure 9). Donc, TAK1 semble étre un intermédiaire important dans la modulation

de I’apoptose du neutrophile en réponse a des chimioattractants et des facteurs de

croissance.
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Figure 9 Impact de l'inhibition de TAK1 sur l'apoptose retardée du neutrophile

humain .
Les neutrophiles ont été préincubés pendant 30 minutes avec 1 pM de 5z-7-oxozeanol puis

stimulées avec 1 nM de GM-CSF ou 100 nM de LTB4 et mis en culture pour 24 heures.
Les cellules ont ensuite été analysées par FACS scan pour la liaison de I’annexine V, pour
un minimum de 10 000 cellules. Le graphique représente les données compilées d’au moins
3 expériences indépendantes.

3.5 Effet de Pinhibition de TAK1 sur la synthése de médiateurs lipidiques par le

neutrophile humain

Dans certaines conditions, les neutrophiles peuvent produire des médiateurs

lipidiques, dont le LTB4 (DiPersio et al., 1988). De plus, il a été démontré que ce processus
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était dépendant de la voie de signalisation MEK/ERK (Gibbs et Grabbe, 1999; Milella et
al., 1997; Miura et al., 1999). Puisque nos résultats indiquent que TAK1 est en amont de la
voie MEK/ERK, nous nous sommes questionnés sur son rdle dans la production de
leucotriéﬁes par le fMLP chez le neutrophile humain. La figure 10 montre qu’une
concentration croissante de 5z-7-oxozeanol diminue la production de leucotriénes par les
neutrophiles. Donc, il semble que TAK1 soit également un facteur clé dans la production de

leucotriénes par les neutrophiles humains en réponse au fMLP.
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Figure 10 Effet de l'inhibition de TAK1 sur la synthése de leucotriénes par le
neutrophile humain

Les neutrophiles ont €té pré-traités avec 0,1 U/ mL d’adénosine déaminase, 700 pM de
GM-CSF, 1,5 nM de TNFa et 10 uM de cytochalasin B pour 30 minutes puis stimulés avec
300 nM de fMLP pour 5 minutes. Les échantillons ont ensuite €té analysés pour la synthése
de produits de la 5-LO. Les résultats sont la moyenne de deux expériences indépendantes.



CHAPITRE 4 : Discussion et conclusion

4.1 Discussion

Dans ce mémoire, nous avons étudi¢ ’implication de TAK1 dans la signalisation et
les réponses fonctionnelles du neutrophile humain en réponse a des chimioattractants
(fMLP) et facteurs de croissance (GM-CSF). Les travaux antérieurs du laboratoire avaient
démontré qu’en réponse a des cytokines ou des ligands des TLR, TAK]1 se situe en amont
des voies de signalisation p38 MAPK, MEK/ERK, JNK, IKK/NF-kB et PI3-K/AKT (Ear et
al., 2010; Fortin et al., 2011). De plus, ces travaux ont démontré I'implication essentielle de
TAKI1 dans des réponses fonctionnelles du neutrophile, comme ’expression et la sécrétion
de cytokines ainsi que I’induction du retard de I’apoptose (Ear et al., 2010). Ces travaux,
comme la plupart des études faites sur TAKI1, ont été effectués en réponse a de puissants
activateurs de NF-kB, soit le LPS et le TNFa. Or, on ne connaissait pas si TAK1 pouvait
participer aux effets d’autres stimuli, qu’on retrouve fréquemment aux sites inflammatoires
et infectieux, mais qui n’activent pas NF-xB. Dans ce mémoire, nous rapportons que TAK1
est importante pour plusieurs réponses du neutrophile aux chimioattractants et facteurs de
croissance, soit I’expression et la sécrétion de cytokines et de chimiokines, I’induction du
retard de I’apoptose et la production de leucotrienes. Nous rapportons également que, au
contraire de la réponse au LPS et au TNFa, I’implication de TAK1 dans la signalisation du
fMLP et du GM-CSF n’affecte que la voie de signalisation MEK/ERK, malgré I’activation
des voies p38 MAPK et PI3-K par ces stimuli. Nous montrons également I’implication des
voies ERK et PI3-K dans la sécrétion de cytokines et de chimiokines par le fMLP et le GM-
CSF. Ces résultats sont la premiére démonstration de I’implication de TAK1 dans les

réponses cellulaires de facteurs de croissance et de chimioattractants.

Nous avons d’abord pu confirmer que TAKI1 pouvait étre activée par d’autres
classes de stimuli que des activateurs NF-kB. Puisque TAK 1 semble se situer uniquement
en amont de la voie MEK/ERK en réponse aux facteurs de croissance et aux
chimioattractants, il est possible de se questionner sur les kinases agissant en amont des
autres voies de signalisation. Nous avons montré que seulement le fMLP active les MAP3K

MEKK1 et MEKK3, ce qui souléve la possibilité d’une implication potentielle en amont de



53

la voie p38. Dans le cas du GM-CSF, puisque I’activation des MAP3K autres que TAK1
n’a pu étre démontrée, nous pouvons seulement exclure MEKK1 et MEKK3. Nous savons
également que la MAP3K ASKI1 n’est pas exprimée chez le neutrophile (données non
publiées). Plusieurs groupes ont proposé une coopération entre TAK1 et MEKK3 dans
I’activation du NF-«kB (Blonska et al., 2005; Di et al., 2008, Yamazaki ef al., 2009). A ce
sujet, nos résultats montrent que I’activité kinase de MEKK3 est dépendante de I’activité
kinase de TAK1 dans des neutrophiles stimulés au fMLP, ce qui semble s’accorder avec la
littérature (Blonska et al., 2005; Di et al., 2008, Yamazaki ef al., 2009). Au contraire de
MEKK3, nos résultats montrent que MEKK]1 est indépendante de 1’activité kinase de
TAKI1. Aucune démonstration d’une association entre TAK1 et MEKK1 n’a encore été

faite dans la littérature.

Plusieurs réponses du neutrophile sont dépendantes -de 1’activation des MAPK.
Notre laboratoire a montré I’implication des voies p38 MAPK, ERK et PI3-K/AKT dans la
production de cytokines et de chimiokines chez le neutrophile humain stimulé avec du LPS
ou du TNFa (Clouﬁer et al., 2007; Fortin et al., 2011). Nous montrons ici qu’en réponse au
fMLP et au GM-CSF, seules les voies ERK et PI3-K/AKT sont impliquées dans la
génération de cytokines et de chimiokines. En effet, I’inhibition de I’une ou ’autre de ces
voies provoque une diminution importante de 1’expression et la sécrétion d’IL-8 et d’IL-
IRA. L’expression génique d’IL-1f était également diminuée par ces inhibiteurs (SSP,
données non montrées). La hiérarchie de ERK en aval de TAKI1 est cohérente avec les
résultats obtenus avec I’inhibiteur de la voie MEK/ERK, puisque I’inhibition de TAK1 a
permis d’obtenir des résultats semblables. A I’inverse, I’inhibition de la voie p38 MAPK
n’a pas significativement diminué I’expression ou la sécrétion d’IL-8 et d’IL-1RA.
L’expression d’IL-18 n’a pas non plus été affectée (SSP, données non montrées). Enfin,
I’utilisation de divers inhibiteurs de NF-kB n’a pas affecté la production d’IL-8 et d’IL-
1RA, ce éui est cohérent avec le fait que le fMLP et le GM-CSF n’activent pas ce facteur
de transcription chez les neutrophiles (McDonald, 2004; McDonald ef al., 1997). Puisque
notre étude exclut la participation de NF-kB a la production de cytokines et de chimiokines
en réponse au fMLP et au GM-CSF, nous avons commencé a nous pencher sur
Pimplication d’autres facteurs de transcription dans ce processus. Nous avons pu observer

que les facteurs CREB et C/EBP sont phosphorylés par les deux stimuli (SSP, données non
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montrées). Ces résultats sont potentiellement importants, puisque I’implication des facteurs
C/EBP dans la production de cytokihes en réponse au LPS et au TNFa chez le neutrophile
a été démontrée (Cloutier et al., 2009). Leur activation laisse présager leur implication dans
les réponses du fMLP et du GM-CSF. Ces facteurs de transcription, ainsi que I’implication

de TAK1 dans ce processus sont en cours d’étude.

Nous avons confirmé ciue le GM-CSF et le LTB4 induisaient un retard de I’apoptose
du neutrophile et montré que ce processus était dépendant de TAK1. Ces deux stimuli sont
connus pour leurs effets anti-apoptotiques (Brach et al., 1992; Hebert et al., 1996). Pour
cette partie de I’étude, nous avons utilisé le LTB4 a la place du fMLP puisque ce dernier
n’affecte pas ’apoptose spontanée du neutrophile (Brach e al, 1992). Par ailleurs, nos
résultats montrent que TAK1 est impliquée dans la signalisation induite par le LTB4 d’une
facon semblable a ce que nous avons observé avec le fMLP. Plusieurs voies de
signalisation sont connues pour leur réle dans la survie cellulaire. Des études ont montré
que le phénoméne de retard de I’apoptose utilise les voies de signalisation PI3-K/AKT, p38
et MEK/ERK en réponse a plusieurs stimuli (Khreiss ef al., 2004; Klein et al., 2001; Klein
et al., 2000; Petrin et al., 2006). Aussi, une étude a suggéré que la protéine antiapoptotique
impliquée est MCL-1 (Derouet et al., 2004). Donc, puisque 1’inhibition de TAK1 empéche
le retard de I’apoptose et que nous avons démontré que TAK1 agit en amont de ERK, cela
suggére que I’effet de TAK1 sur le retard de ’apoptose en réponse au LTB4 et au GM-CSF
procéde par la voie MEK/ERK. A I’inverse, nos résultats indiquent que la participation de
la voie PI3-K/AKT au retard de 1’apoptose est indépendante de TAK1, comme ce qui a été
observé pour la production de cytokines et de chimiokines. Finalement, nous avons observé
que ’expression de MCL-1 semble dépendante de MEK/ERK et de PI3-K/AKT (SSP,
données non montrées), laissant présumer I’implication de TAKI, qui se trouve en amont
de la voie MEK/ERK.

En dernier lieu, puisque nous avons démontré ’implication de TAKI1 dans la
signalisation du fMLP et du GM-CSF et puisque les neutrophiles sont connus pour produire
du LTB4 en réponse au fMLP suite a une préstimulation au GM-CSF (DiPersio ef al.,
1988), nous nous sommes penchés sur une autre fonction du neutrophile, soit la production
de leuc‘ot‘riénes. Nous avions précédemment observé que TAKI1 était impliquée dans

plusieurs réponses du neutrophile. Cette réponse dépend ultimement d’une activation de la
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cPLA2, nécessaire a la libération d’acide arachidonique (AA). Il a été démontré que ce
processus est dépendant de la voie de signalisation MEK/ERK (Milella et al., 1997; Miura
et al., 1999). Dans notre étude, nous montrons que la production de leucotriénes par du
fMLP combiné au GM-CSF est dépendante de I’activité de TAK1. En effet, I’inhibition de
TAK1 bloque la production de dérivés de la 5-LO. Notre démonstration que TAK1 agit en
amont de ERK, de concert avec la littérature, indique que les effets de TAK1 sur la
production de leucotrienes passent probablement par la voie MEK/ERK. Ainsi, il s’aveére
que dans les différentes réponses du neutrophile que nous avons étudiées avec le fMLP et le
GM-CSF, I’axe de signalisation TAK1/MEK/ERK est un élément central.

4.2 Conclusion

En conclusion, le neutrophile est une composante essentielle de I’immunité en étant
la premiére cellule recrutée a un site inflammatoire. A ce site, les neutrophiles rencontrent
plusi.eurs stimuli qui provoquent plusieurs réponses cellulaires, dont la sécrétion de
cytokines, chimiokines et médiateurs lipidiques, comme les leucotriénes, ainsi que le retard
de I’apoptose. Parmi les stimuli qui se retrouvent dans un site inflammatoire, il y a des
chimioattractants produits par les bactéries, comme le fMLP, et des facteurs de croissance
produits par les macrophages et par d’autres cellules, comme le GM-CSF. Les travaux

rapportés dans ce mémoire montent que :
— Le fMLP et le GM-CSF activent la MAP3K, TAK]1.

— L’activation des voies de signalisation p38 MAPK, MEK/ERK et PI3-K/AKT par le
fMLP et le GM-CSF impliquent TAK1 dans le cas de la voie MEK/ERK.

— Les voies TAKI/MEK/ERK et PI3-K/AKT sont responsables de la production de
cytokines et de chimiokines, de I’induction du retard de !’apoptose ainsi que de la

production de leucotriénes en réponse au fMLP et au GM-CSF.

Ces résultats sont d’une grande importance puisqu’il s’agit de la premiére
démonstration de 1’activation de TAKI1 par des chimioatractants et des facteurs de

croissance. Puisque ces molécules se retrouvent fréquemment dans les sites inflammatoires
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et infectieux, cela peut nous permettre de mieux comprendre les mécanismes qui régulent

les fonctions du neutrophile dans un contexte physiopathologique.

4.3 Perspectives

Dans le cadre de notre étude sur les effets des chimioattractants et des facteurs de
croissance sur les neutrophiles humains, plusieurs avenues restent & explorer. D’abord, nous
avons montré que TAK1 agit en amont de seulement la voie MEK/ERK avec le fMLP et le
GM-CSF, contrairement & ce qui a €ét¢ observé dans la littérature, ou les voies de
signalisation p38 et PI3-K/AKT sont elles aussi sous le contrdle de TAK1 (Ear et al., 2010;
Fortin et’al., 2011; Lee et al.,, 2000; Moriguchi et al., 1996; Shirakabe et al., 1997,
Yamaguchi et al., 1995). De plus, dans le cas du fMLP, nous avons montré [’activation de
d’autres MAP3K, soit MEKK1 et MEKK3. Il serait donc intéressant de se pencher sur leur
role potentiel dans P’activation des voies de signalisation p38 et PI3K/AKT. Une fagon de
vérifier cette hypothése serait d’utiliser notre mode¢le cellulaire, les PLB-985 différenciés en
neutrophiles, afin d’exprimer des dominants négatifs de I’une ou l’autre de ces kinases. Une
deuxi¢me option serait I’utilisation de siRNA (small interfering RNAs) spécifiques aux
kinases, directement chez le neutrophile et d’observer ’activation des différentes voies de
signalisation. Cependant, il faudrait d’abord s’assurer que ces protéines ont un taux de
renouvellement assez rapide, ce qui permettrait d’obtenir rapidement une absence de ces

kinases.

Finalement, dans cette étude, nous avons commencé a nous intéresser aux
phénoménes transcriptionnels impliqués dans la production de cytokines et de chimiokines
en réponse au fMLP et au GM-CSF. Nous avons pu établir que ces derniers phosphorylent
les facteurs de transcription CREB et C/EBP, mais il reste a déterminer si cela a un impact
sur la prqduction de cytokines. Notre modéele cellulaire, les PLB 985, pourraient contribuer
a le déterminer. En effet, dans ces cellules, nous pouvons utiliser des vecteurs luciférases
pour déterminer I’impact de ces facteurs dans 1’activité transcriptionnelle de certains génes,

comme I’IL-8, le MIP-1 ou le TNF. Par la suite, nous pourrons utiliser des dominants
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négatifs ou des surexpressions des facteurs de transcription CREB ou C/EBP et ainsi voir

les effets sur la production de cytokines par les cellules.
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