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RESUME 

Les neutrophiles constituent une des premieres lignes de defense contre les 
micro-organismes, et produisent plusieurs mediateurs inflammatoires. La plupart de ces 
derniers sont encodes par des genes precoces, qui sont generalement sous controle 
transcriptionnel. Dans ce contexte, les facteurs de transcription jouent un role 
preeminent, et l'activation de ces facteurs est elle-meme regulee par diverses proteines 
kinases et leurs cascades de signalisation. Or, bien que ses diverses composantes, NF-
KB/Rel et IKB-OI, soient exprimees et activables chez les neutrophiles, un lien avec la 
production de cytokines et chimiokines inflammatoires reste a etablir. Une propriete 
singuliere des neutrophiles est qu'ils expriment de maniere constitutive une quantite 
importante de proteines NF-KB/Rel et IKB-O: dans le noyau en plus du cytoplasme, et en 
reponse au TNF-a ou au LPS, la proteine iKB-a est degradee dans les deux 
compartiments cellulaires. Par ailleurs, selon le type cellulaire, l'activation du NF-KB 

par divers stimuli est modulee par des especes reactives oxygenees (ROS) endogenes. 
Ceci nous a conduit a caracteriser les composantes importantes dans la cascade de 
signalisation du NF-KB des neutrophiles, leur impact sur la production des 
cytokines/chimiokines, et a determiner si l'activation du NF-KB est dependante des ROS 
endogenes chez ces cellules. 

En premier lieu, en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques du NF-KB, nous 
avons constate que l'inhibition du facteur de transcription NF-KB chez ces cellules 
diminue de beaucoup l'expression genique et la secretion de diverses cytokines et 
chimiokines (TNF-a, IL-8 ou CXCL8, Mip-la/p) induites par des stimuli tels que TNF-
a ou LPS. Nous montrons ensuite que le complexe IKK (IKKa, IKK|3, et IKKy) est 
aussi partiellement localise dans le noyau, alors que les kinases reliees a IKK (IKKe et 
TBK-1) sont cytoplasmiques; la kinase NIK, quant a elle, est strictement nucleaire. Suite 
a une activation des neutrophiles, IKK|3 et IKKy deviennent transitoirement 
phosphorylees dans le cytoplasme et le noyau, alors qu'IKKa disparait temporairement 
de ces deux compartiments cellulaires d'une maniere qui semble dependante de IKK(3. 
Ces reponses s'accompagnent, dans les deux compartiments, de la degradation d'lKBa et 
de la phosphorylation du RelA sur la serine 536. Bien que les deux proteines puissent 
etre des substrats de IKK, l'inhibition de ce dernier empeche la degradation d'lKBa, 
tandis que le niveau de phosphorylation du RelA est essentiellement inchange. Nous 
apportons enfin une preuve que des isoformes de IKK nucleaires s'associent a la 
chromatine suivant l'activation des neutrophiles, ce qui suggere un role potentiel dans la 
regulation de genes. 

Deuxiemement, nous rapportons que les neutrophiles expriment la MAP3K, 
TAK1, ainsi que ses partenaires associes, TAB1/2, dans le cytoplasme et le noyau. La 
kinase TAK1 est associee de facon constitutive aux proteines TAB1 et TAB2, ainsi 
qu'au complexe IKKa/(3 dans les neutrophiles au repos. Le niveau d'interaction de ces 
complexes demeure inchange suite au traitement des neutrophiles avec le TNF-a ou le 



LPS. La kinase TAK1 devient rapidement et transitoirement activee suite a une 
stimulation des cellules avec le TNF-a ou le LPS. L'inhibition de l'activite kinase de 
TAK1 avec un inhibiteur hautement selectif (5z-7-oxozeaenol) a empeche la 
phosphorylation d'IKKa/|3, de RelA, et la degradation de IKBCX dans les fractions 
cytoplasmiques et nucleaires, ainsi que la liaison a l'ADN du NF-KB dans des 
neutrophiles actives. En consequence, l'expression et la secretion de cytokines 
inflammatoires induites par le TNF-a ou le LPS ont ete profondement alterees suivant 
une inhibition de TAK1. En revanche, la phosphorylation de IKKy induite par le LPS 
n'a pas ete affectee par l'inhibition de TAK1. 

Finalement, nos resultats indiquent que l'activation du NF-KB et les reponses 
cellulaires dependantes du NF-KB sont independantes des ROS endogenes dans les 
neutrophiles humains primaires ou dans la lignee promyelocytaire PLB-985, qui peut 
etre differenciee en granulocytes et se comporte comme les neutrophiles. Parallelement, 
nous avons optimise les conditions de transfection des PLB-985 differenciees, ce qui 
nous a permis de montrer pour la premiere fois l'activation de promoteurs KB-
dependants chez des granulocytes humains. Ces travaux rendent par ailleurs possibles 
les etudes portant sur l'activation des promoteurs chez les granulocytes. 

Dans leur ensemble, ces observations demontrent 1'importance du NF-KB dans la 
generation inductible de cytokines et chimiokines par les neutrophiles. II s'agit de la 
premiere etude qui montre la presence et l'activation (phosphorylation) du complexe 
IKK et la phosphorylation des proteines NF-KB/Rel dans les neutrophiles humains. Plus 
important encore, nos resultats devoilent un mode d'activation de la cascade de 
signalisation IKK/IKB/NF-KB dans le noyau de cellules primaires. Nos donnees 
etablissent egalement le role central de TAK1 dans le controle de la cascade de 
signalisation IKK/IKB/NF-KB cytoplasmique et nucleaire dans les neutrophiles 
primaires humains, ce qui pourrait representer une cible prometteuse pour une 
intervention therapeutique considerant le role critique des neutrophiles dans plusieurs 
conditions inflammatoires. 

Mots cles : Neutrophiles humains 
Proteine kinase TAK1 
Cascade de signalisation IKK/IKB/NF-KB nucleaire 
Facteurs de transcription NF-KB 

Generation de cytokines et chimiokines 
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CHAPITREI- INTRODUCTION 

1.1 Generalites 

Le systeme immunitaire agit non seulement contre les agents agresseurs exterieurs 

(les bacteries, les virus, les champignons pathogenes et les parasites), mais aussi contre 

des cellules endogenes transformers, comme les cellules tumorales. Ce systeme de 

defense implique l'etroite collaboration de deux types de reponses: l'immunite naturelle 

(ou innee) et l'immunite adaptative (ou acquise). Les phagocytes (neutrophiles, 

macrophages) impliques dans l'immunite naturelle constituent une premiere ligne de 

defense contre beaucoup de micro-organismes et sont essentiels pour le controle des 

infections bacteriennes courantes (Kindt et al, 2008). Cependant, ils ne parviennent pas 

toujours a eliminer les agents infectieux. Les lymphocytes, impliques dans l'immunite 

adaptative, represented alors un moyen de defense plus elabore qui, en outre, apporte 

une protection accrue lors d'une reinfection ulterieure par un meme pathogene (Kindt et 

al, 2008). Les cellules de l'immunite naturelle jouent un role crucial dans l'initiation et 

le controle ulterieur de la reponse immune adaptative. De plus, etant donne le delai de 

quatre a cinq jours avant que la reponse immune adaptative ne commence a etre efficace, 

la reponse immune naturelle est essentielle pour controler les infections durant cette 

periode (Kindt et al, 2008). 

Les neutrophiles et les macrophages utilisent generalement des outils efficaces 

comme la phagocytose pour eliminer les micro-organismes. De plus, lors de leur 
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activation, les phagocytes produisent plusieurs mediateurs inflammatoires comme les 

mediateurs lipidiques, les cytokines et les chimiokines. Ces molecules liberees exercent 

leurs effets sur les vaisseaux sanguins locaux et sur les cellules avoisinantes. 

L'augmentation de la permeabilite et la dilatation de ces vaisseaux entrainent un afflux 

sanguin et la fuite de liquide, ce qui provoque la chaleur, la rougeur et le gonflement 

(Celsus, 1478; Delves et Roitt, 2000; Tracy, 2006; Kindt et ai, 2008). Le changement de 

propriete adhesive de 1'endothelium amene les leucocytes circulants a se coller sur les 

cellules endotheliales de la paroi vasculaire et a migrer a travers celle-ci pour atteindre le 

site d'infection vers lequel ils sont attires par des chimiokines (IL-8, Gro-a, Nap2) ou 

des agents chimiotactiques (fMLP, LTB4, PAF, C5a). La migration des 

leucocytes/phagocytes dans les tissus leses et leurs effets locaux sont responsables de la 

douleur (Celsus, 1478; Delves et Roitt, 2000; Tracy, 2006). L'ensemble de ces processus 

est globalement appele inflammation. Les cellules les plus abondantes dans la phase 

initiate d'un site inflammatoire sont generalement les neutrophiles. 

Les neutrophiles ont ete historiquement considered comme des phagocytes 

professionals terminalement differencies et se distinguant par leurs fonctions classiques 

(la migration transendotheliale, la chimiotaxie, la phagocytose, la degranulation et 

l'explosion oxydative), done incapables d'exercer une activite transcriptionnelle ou 

traductionnelle. II est maintenant evident que les neutrophiles peuvent, en plus de se 

comporter dans certaines conditions particulieres comme des cellules presentatrices 

d'antigene (Ashtekar AR et Saha B, 2003), synthetiser et secreter plusieurs mediateurs 

inflammatoires pouvant agir sur les neutrophiles eux-memes, les monocytes, les 
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macrophages, les lymphocytes B et T, les plaquettes, les cellules endothelials, les 

fibroblastes, les chondrocytes et d'autres types cellulaires (Lloyd et Oppenheim 1992; 

Cassatella, 1995 et 1999; Bennouna et al, 2003; Wittamer et al, 2005; Scapini et al, 

2005; van Gisbergen et al, 2005; Nathan, 2006). 

Tout bien considere, les neutrophiles jouent un role non seulement dans la 

premiere ligne de defense faisant partie de l'immunite naturelle, mais ils sont egalement 

impliques d'une facon active dans le declenchement et l'etablissement de la reponse 

immunitaire adaptative (Nathan, 2006); voire meme dans plusieurs pathologies 

inflammatoires comme 1'arthrite rhumatoide et la goutte (Malech et Gallin, 1987; Weiss, 

1989). En tenant compte de leurs roles si importants, il est done d'interet d'approfondir 

les etudes portant sur les mecanismes intracellulars (cascades de signalisations, 

proteines kinases/phosphatases, regulateurs transcriptionnels etc.) impliques non 

seulement dans les fonctions primaires, mais aussi dans la generation des mediateurs 

inflammatoires. Dans le present projet de recherche, nous avons mis l'accent 

principalement sur la cascade de signalisation du facteur de transcription NF-KB et 

son impact sur la production des cytokines/chimiokines par les neutrophiles 

humains. 

1.2 Neutrophiles humains et leurs fonctions 

Les neutrophiles comme decrits pour la premiere fois par Paul Ehrlich (Ehrlich et 

al, 1900; Wilkinson, 1974; Hallett, 1989) sont des cellules de 12 a 15 x̂m de diametre 
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dont le cytoplasme contient de nombreux granules et dont le noyau possede un aspect 

polylobe caracteristique de 3 a 5 lobes avec une chromatine dense. Comme les autres 

cellules du systeme immunitaire, les neutrophiles sont formes dans la moelle osseuse a 

paftir de cellules souches hematopoietiques (Bainton, 1977; Witko-Sarsat et al, 2000; 

Zychlinsky et al, 2003). Les facteurs de croissance hematopoietiques comme le GM-

CSF, le G-CSF et l'IL-3 sont essentiels pour le processus de differenciation et de 

maturation qui comportent differentes etapes: myeloblaste, promyelocyte, myelocyte, 

cellules non segmentees, cellules segmentees et polynucleaires neutrophiles (Bainton, 

1977; Skubitz, 2003; Theilgaard-Monch et al, 2005). Au cours de ces diverses etapes de 

differenciation, les neutrophiles acquierent sequentiellement les organites, les 

constituants cytoplasmiques et les structures membranaires indispensables a leurs 

fonctions effectrices phagocytique et bactericides. Les personnes presentant une 

neutropenie, congenitale ou acquise, souffrent de pathologies infectieuses recurrentes, ce 

qui temoigne bien du role primordial des neutrophiles dans la defense contre les micro-

organismes pathogenes. Au terme de leur maturation, les neutrophiles sont liberes dans 

le sang et circulent pendant 7 a 12 heures avant de passer dans les tissus ou ils meurent 

par apoptose spontanee (Savill, 1997; Akgul et al., 2001). Cette elimination naturelle est 

compensee par un grand nombre de neutrophiles produits quotidiennement, soit environ 

10n cellules (Dancey et al., 1976). Les neutrophiles peuvent cependant survivre plus 

longtemps lors d'une inflammation pendant laquelle ils sont recrutes via differentes 

etapes comprenant generalement le roulement sur 1'endothelium, 1'activation et 

l'adhesion ferme aux cellules endotheliales et la transmigration a travers l'endothelium 

(Del Maschio et al, 1996; Feng et al, 1998; Theilgaard-Monch et al, 2006). Ils se 
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dirigent ensuite vers le site inflamme en remontant un gradient de concentration de 

chimioattractants tel que l'IL-8, le C5a, le LTB4, le PAF, ou le fMLP (Murphy, 1994; 

Crooks et Stockley, 1998). En arrivant de facon precoce et massive aux sites 

inflammatoires, les neutrophiles exercent leurs roles (Figure 1.1) dans les reponses 

inflammatoires et immunitaires incluant la phagocytose, la degranulation, 1'explosion 

oxidative, la formation de NETs (neutrophil extracellular traps) (Brinkmann et ah, 2004, 

Urban et ah, 2006) et la production des mediateurs lipidiques et peptidiques. Dans 

certaines conditions particulieres, les neutrophiles peuvent se comporter comme des 

cellules presentatrices d'antigenes. Ces fonctions sont decrites dans les paragraphes 

suivants. 

1.2.1 Phagocytose 

La phagocytose a ete decrite pour la premiere fois a la fin du XIXeme siecle par le 

zoologiste Elie Metchnikoff comme etant le principal mecanisme de defense et 

d'elimination des agents pathogenes ou des corps apoptotiques de l'organisme 

(Metchinkoff, 1883 et 1891; Kaufmann, 2008). C'est un phenomene qui debute 

normalement par une etape d'adhesion, au cours de laquelle la membrane de la cellule 

phagocytaire adhere a la particule qu'elle va ingerer et une etape d'ingestion proprement 

dite, qui se produit par invagination de la membrane autour de la particule et la 

formation secondaire d'une vacuole de phagocytose ou phagosome (Vieira et ah, 2002; 

Lee et ah, 2003). La phagocytose effectuee par les neutrophiles implique deux classes de 

recepteurs, soit les recepteurs reconnaissant la partie Fc des immunoglobulines (FcyRIIa 
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ou CD32a, FcyRIIIb ou CD 16b) et les recepteurs des proteines clivees du complement 

(CR1 et CR3) (Aderem et Underbill, 1999; Cox et Greenberg, 2001; Lee et al, 2003). 

Les micro-organismes ingeres sont initialement enserres par des pseudopodes, qui 

lorsqu'ils se rejoignent, forment le phagosome, qui fusionne ensuite avec les granules 

cytoplasmiques pour former un phagolysosome dans lequel les microorganismes seront 

digeres par les enzymes de degradation contenues dans les granules et par les radicaux 

libres oxygenes produits par la NADPH oxydase (Castellano et al, 2001; Vieira et al, 

2002; Lee et al, 2003). Lorsque les micro-organismes sont trop gros ou trop nombreux 

pour etre phagocytes, la liberation extracellulaire de derives oxygenes et du contenu 

granulaire se produit. 

1.2.2 Degranulation 

La degranulation est Taction de liberer des enzymes lytiques, des peptides anti-

microbiens et des mediateurs inflammatoires qui sont contenus dans les granules intra-

cytoplasmiques. C'est un autre mecanisme de defense qui participe a Pactivite anti-

microbienne et pro-inflammatoire des neutrophiles lors d'une attaque externe (Witko-

Sarsat et al, 2000). La degranulation peut etre egalement engendree par la stimulation 

des neutrophiles par une multitude de stimuli comme l'IL-8 (Willems et al, 1989), l'IL-

l a (Ferrante et al, 1988), le PAF (O'Flaherty et al, 1981) ou le LTB4 (Feinmark et al, 

1981). 
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Selon leur contenu, les granules des neutrophiles sont divises en differents types: 

azurophiles ou primaires, specifiques ou secondaires, a gelatinases ou tertiaires, 

secretaires ou quarternaires (Tableau 1.1) (Borregaard et al., 1993; Borregaard et 

Cowland, 1997; Gullberg et al, 1997; Bainton, 1999; Faurschou et Borregaard, 2003; 

Lominadze et al., 2005; Borregaard et al., 2007). Les granules azurophiles ou 

primaires qui apparaissent lors du stade promyelocyte du neutrophile en maturation 

contiennent une grande variete d'enzymes et de proteines anti-microbiennes comme la 

myeloperoxidase, les hydrolases acides, le lysozyme, le BPI (bactericidal permeability 

increasing protein), l'elastase, l'al-antitrypsine, les cathepsines et les defensines. La 

myeloperoxidase peut transformer le peroxyde d'hydrogene (H2O2) en acide 

hypochloreux (HOC1), qui a divers effets cytotoxiques comme la peroxydation des 

membranes bacteriennes qui mene a la lyse de plusieurs microorganismes (Miller et 

Britigan, 1997; Babior, 2000). Les defensines sont des peptides cationiques qui peuvent 

former des pores multimeriques menant a la lyse des micro-organismes (Wimley et al., 

1994). 

Les granules specifiques ou secondaires depourvus de myeloperoxydase, 

contiennent du lysozyme, des metalloproteases, de la ^-hexosaminidase, de la P2-

microglobuline, de la lactoferrine, et expriment le recepteur du fMLP et du 

CD lib/CD 18. Les metalloproteinases (principalement la collagenase, la gelatinase et la 

leucolysine) sont necessaires a 1'extravasation et a la migration des neutrophiles dans les 

tissus. La lactoferrine est une substance bacteriostatique qui sequestre les ions de fer et 

empeche la survie et la multiplication de plusieurs pathogenes (Yamauchi et al., 1993). 
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Les granules a gelatinase ou tertiaires sont semblables aux granules specifiques, 

mais sont depourvues des substances bactericides. Ces granules contiennent une grande 

quantite de gelatinase et de CDllb/CD18 (Kjeldsen et al., 1992). La gelatinase est 

presente sous forme inactive a l'interieur des granules et subit une activation 

proteolytique lors de l'exocytose de ces granules. La gelatinase peut degrader les 

composantes de la matrice extracellulaire comme le collagene, la fibronectine, la 

laminine et la gelatine. Les granules a gelatinases pourraient aider les neutrophiles a 

traverser l'endothelium et a migrer a travers les tissus, et sont done impliques dans la 

destruction tissulaire lors d'une agression inflammatoire. 

Enfin, les granules secretaires ou quarternaires contiennent des recepteurs 

membranaires comme le recepteur pour le fMLP, les integrines CD1 lb/CD 18, le 

recepteur du complement CR1, le CD14 (Sengelov et al., 1993 et 1994) et le recepteur 

Fcglllb (Detmers et al., 1995). Les granules secretaires pourraient fusionner avec la 

membrane plasmique pour permettre 1'expression plus rapidement des recepteurs a la 

surface des neutrophiles lorsque ces cellules roulent sur l'endothelium durant les 

premieres etapes de leur activation. Un autre marqueur des granules secretaires est la 

phosphatase alcaline qui se presente presque exclusivement a l'interieur de ce type de 

granule. 
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Figure 1.1 Defense immunitaire de neutrophiles. 

En reponse a une infection ou a une blessure, les neutrophiles s'attachent a 

1'endothelium active par l'intermediaire d'une serie d'interactions entre les molecules 

d'adhesion et leurs recepteurs. L'attachement, en combinaison avec les chimiokines 

localement secretees, dirige la migration des neutrophiles vers le site d'infection ou de 

blessure ou ils deviennent actives et executent une cascade de mecanismes de defense 

(annotations 1-3) afin de proteger l'hote contre les infections. A la fin de la reponse 

inflammatoire normale, les neutrophiles entrent en apoptose entrainant ainsi leur 

phagocytose par des macrophages et la resolution de l'inflammation (annotation 4). 
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Tableau 1.1 Les proteines de granules des neutrophiles. 



11 

Resting Activated 

(Extrait de Nauseef, 2007) 

Figure 1.2 Assemblage et activation de la NADPH oxydase. 

Chez les neutrophiles au repos, les composants de la NADPH oxydase sont spatialement 

separes dans la membrane et le cytosol. Situe dans la membrane le flavocytochrome 

b558 est une proteine heme heterodimerique composee de sous unites gp91phox et 

p22phox. Outre le complexe de p47phox, p67phox, et p40phox, le cytosol contient 

Rac2, un membre de la famille Rho des petites GTPases, dans son etat GDP inactif et 

associe a RhoGDI (GDP-dissociation inhibitor). Suite a une stimulation, le p47phox 

subit une phosphorylation sur plusieurs residus serine et transloque, avec p67phox et 

p40phox, a la membrane, alors que Rac2 subit un echange GDP-GTP, avec la 

translocation de Rac2 a la membrane independante de celle des proteines cytosoliques 

phox. A la membrane, le complexe oxydase assemble transfere des electrons a partir du 

NADPH cytosolique, au travers les groupes heme du gp91phox, a la moleculaire 

d'oxygene, ce qui produit un anion superoxyde. 
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1.2.3 Formation des especes reactives oxygenees (ROS) 

Les neutrophiles contiennent un complexe enzymatique nomme NADPH 

oxydase, qui est compose de quatre facteurs cytosoliques (p67phox, p47phox, p40phox et la 

petite GTPase rac2) (phox est l'abbreviation de "phagocyte oxydase") et de deux facteurs 

membranaires (gp91phox et p22 phox) (Figure 1.2). Ces deux facteurs membranaires 

forment un heterodimere membranaire appele flavocytochrome b558 (Batot et al., 1995; 

Gougerot-Pocidalo et al, 2002; Roos et al, 2003; Babior, 1999 et 2004; Segal, 2005; 

El-Benna et al, 2005; Nauseef, 2007). La gp91phox est un element essentiel de la 

NADPH oxydase, responsable du transfert d'electrons du NADPH a l'oxygene. Une 

deficience genetique de l'un des composants du complexe NADPH oxydase est a 

l'origine de la maladie granulomateuse chronique (CGD) caracterisee par des infections 

recurrentes, en raison de l'incapacite des granulocytes a produire des radicaux oxygenes 

(Roos et al, 1996; Goldblatt et Thrasher, 2000; Lekstrom-Himes et Gallin, 2000; Roos et 

al, 2003). 

L'activation des neutrophiles (par des opsonines, par certains agents 

chimiotactiques ou par une infection) est accompagnee par une forte augmentation de 

leur consommation d'oxygene, ce qui est appele 1'explosion oxydative (Roos et al, 

2003). La NADPH oxydase activee utilise le NADPH cytosolique pour reduire 

l'oxygene et produire 1'anion superoxyde (O2") selon la reaction : NADPH + 2O2 -» 

NADP+ + H+ + 202" (Ago et al, 1999; Babior, 2004). L'anion superoxyde est un 

precurseur de plusieurs autres formes d'oxygene qui sont fortement reactives. L'anion 
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superoxyde etant tres instable, il est rapidement dismute en peroxyde d'hydrogene 

(H2O2) par le superoxyde dismutase (Fridovich, 1975) selon la reaction : 2O2" + 2H+ -> 

O2 + H2O2 (Babior, 1999 et 2004). Le peroxyde d'hydrogene sert de co-substrat a la 

myeloperoxydase contenue dans les granules primaires qui catalyse la formation d'acide 

hypochloreux (HOC1) en presence d'halogenes (CI", Br", I") (Weiss et al., 1986; 

Gougerot-Pocidalo et al, 2002; Roos et al, 2003). La reaction H202 + HOC1 produit 

l'oxygene singulet ('02) (Steinbeck et al, 1992 et 1993). En presence de metal (Fe2+), la 

NADPH oxydase genere le radical hydroxyl (OH») a partir de H2O2 (Wink et al, 1994). 

Les especes reactives oxygenees produites par les neutrophiles participent 

activement a la neutralisation et a la destruction des micro-organismes pathogenes 

ingeres durant la phagocytose (Lekstrom-Himes et Gallin, 2000; Roos et al., 2003; 

Bylund et al, 2003; Babior, 2004). Cependant, quand les ROS sont liberes de maniere 

exageree dans le milieu extracellulaire, ces produits peuvent avoir des effets nefastes 

(une deorganisation membranaire ou une alteration de proteines et d'acides nucleiques) 

sur les cellules et tissus environnants (Henson et Johnston 1987; Weiss, 1989; Gougerot-

Pocidalo et al, 2002; Roos et al, 2003). 

Outre leur role dans la defense de l'hote contre les agents infectieux, les especes 

reactives oxygenees agiraient comme des seconds messagers qui participeraient a la 

regulation de signaux intracellulaires en modulant l'activite de proteines kinases, de 

phosphatases et de facteurs de transcription (Finkel, 1998; Rhee et al., 2005). A titre 

d'exemple, quoique l'effet des ROS varie en fonction de type cellulaire etudie, les ROS 



14 

peuvent affecter la production de certaines cytokines par les neutrophiles murins en 

modulant 1'activation de la p38 MAPK, de ERK, de AKT et du facteur de transcription 

NF-KB (Asehnoune et al., 2004). Les ROS produits par d'autres types cellulaires comme 

les cellules endotheliales peuvent moduler differentes voies de signalisation et des 

kinases, qui, eventuellement, affectent plusieurs fonctions cellulaires telles que la survie, 

et la croissance (Dimmeler et Zeiher, 2000; Irani, 2000). 

1.2.4 Formation de NETs (neutrophil extracellular traps) 

En plus des mecanismes de destruction intracellulaire decrits plus haut, 

l'activation des neutrophiles, par l'IL-8, le LPS, des bacteries, des champignons ou des 

plaquettes activees, libere egalement des proteines granulaires et de la chromatine 

(Brinkmann et al, 2004). Ensemble, ces elements forment des reserves de fibres appeles 

NETs (neutrophil extracellular traps) (Brinkmann et al, 2004, Urban et al, 2006). Les 

NETs sont capables de lier et tuer les bacteries (Gram-positif et negatif) et les levures 

pathogenes (Brinkmann et al., 2004, Urban et al, 2006). Les principaux composants du 

NETs sont l'ADN et les histones associees (HI, H2A, H2B, H3 et H4). L'activite 

antimicrobienne in vitro des histones est bien etablie (Hirsch, 1958; Rose et ah, 1998; 

Richards et al, 2001; Fernandes et al, 2002; Patat et al, 2004; Li et al, 2007). En outre, 

les NETs contiennent des proteases provenant des granules azurophiles, specifiques et a 

gelatinase. Les NETs peuvent eventuellement faciliter la destruction des microbes de 

deux facons: (i) concentrer 1'arsenal antimicrobien au site de l'infection et (ii) prevenir la 

propagation des microbes hors du site de l'infection initiale. 
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Les NETs sont abondants aux sites inflammatoires, comme dans les cas 

d'appendicite et dans un modele experimental de shigellose. Les NETs sont considered 

comme pertinents in vivo dans le cas de pre-eclampsie (Gupta et al, 2005) et des 

infections a streptocoque (Beiter et al. , 2006; Buchanan et al, 2006). II semble 

plausible que la formation de NETs soit un mecanisme commun de l'immunite innee 

chez les vertebres, comme cela a ete observe chez l'homme (Brinkmann et al., 2004; 

Gupta et al, 2005), la souris (Buchanan et al, 2006), le lapin (Brinkmann et al, 2004), 

le cheval (Alghamdi et Foster, 2005), la vache (Lippolis et al., 2006) et le poisson (Palic 

et al, 2006). 

1.2.5 Cooperation « neutrophile-macrophage » 

L'immunite en reaction a l'infection est souvent considered comme une 

dichotomie entre les infections aigues causees par des microbes rapidement repliques et 

controles par les neutrophils, et les infections chroniques causees par des agents 

pathogenes a croissance lente et qui sont controles par les macrophages. Les 

neutrophiles meurent de facon constitutive par apoptose aux sites inflammatoires, et sont 

ingeres par les macrophages (Savill et al., 1989). Bien que les neutrophiles soient 

beaucoup plus riches en molecules antimicrobiennes que les macrophages, leur courte 

duree de vie limite leur role potentiel dans le controle de certains agents pathogenes qui 

finissent par infecter les phagocytes mononuclees. Dans un contexte d'une reponse 

immune protectrice efficace, ces agents pathogenes sont controles par des cellules a plus 

longue duree de vie. Cependant, la presence de deux types de phagocytes dans la meme 



16 

lesion inflammatoire a souleve la possibilite que les neutrophiles puissent leguer une 

partie de leur contenu aux macrophages, ce qui renforcerait leur activite 

antimicrobienne. Le transfert de molecules des neutrophiles aux macrophages lors d'une 

infection a ete illustre par le transfert de la lactoferrine, un produit qui n'est pas 

synthetise par les macrophages, au cours des infections experimentales a mycobacteries 

(Silva et al., 1989). Des etudes in vitro ont montre que l'ingestion de lysats des 

neutrophiles augmentait 1'activite anti-mycobacterienne des macrophages (Silva et al, 

1989), favorisant ainsi cette notion de cooperation entre les deux types phagocytaires 

dans le controle d'agent infectieux. 

Tan et ses collegues ont etendu ce type d'analyse en montrant que les 

neutrophiles apoptotiques sont ingeres par les macrophages et peuvent transferer des 

molecules, telles que des peptides cationiques, qui colocalisent avec des mycobacteries 

dans les compartiments de l'endosome des macrophages infectes (Tan et al., 2006). Des 

etudes in vitro montrent qu'en fournissant aux macrophages des neutrophiles 

apoptotiques entiers ou des granules purifies des neutrophiles, l'activite bacteriostatique 

contre M. tuberculosis des phagocytes mononuclees est renforcee (Tan et al., 2006). 

L'interaction entre les neutrophiles vivants ou morts avec les macrophages regule aussi 

l'activite de defense contre l'infection par Leishmania major (Ribeiro-Gomes et al., 

2004, 2005 et 2007). Ces donnees appuient fortement l'hypothese de la cooperation entre 

ces deux lignees de cellules phagocytaires pour optimiser l'utilisation de molecules 

antimicrobiennes. 
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1.2.6 Cellules presentatrices d'antigenes (APCs) 

Bien que les neutrophiles soient connus pour jouer un role majeur dans 

l'immunite innee, il est desormais evident que ceux-ci influencent egalement les 

reponses immunitaires specifiques et peuvent meme agir comme cellules presentatrices 

d'antigenes (APCs) (Ashtekar AR et Saha B, 2003). Cela semble peu probable pour la 

fonction de ces cellules, car elles n'expriment pas constitutivement les molecules de 

surface jugees necessaires a la presentation antigenique ainsi que l'activation 

subsequente des cellules T, tel que le complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de 

classe II et les molecules de co-stimulation CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2). Plusieurs 

etudes ont cependant montre que suite a l'activation in vitro et/ou in vivo par les 

cytokines, les neutrophiles expriment ces molecules a leur surface (Gosselin et al., 1993; 

Oehler et al., 1998; Iking-Konert et al, 2001; Cross et al., 2003). De plus, des etudes 

fonctionnelles ont demontre que les neutrophiles dument actives presentent des 

antigenes aux cellules T auxiliaires et peuvent initier une reponse veritable mediee par 

des cellules T (Fanger et al, 1997; Radsak et al, 2000). 

Dans des conditions particulieres de culture : avec du GM-CSF, de l'IL-4 et du 

TNF-a, les precurseurs tardifs des neutrophiles peuvent non seulement survivre plus 

longtemps (jusclu'i* 10 jours); mais egalement presenter des modifications 

morphologiques (leur noyau devient rond plutot que polylobe) et phenotypiques. En 

effet, ils expriment des molecules HLA-DR, HLA-DQ, le CD40, le CD54, le CD80 (B7-

1) et le CD86 (B7-2) qui sont des recepteurs associes aux cellules presentatrices 
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d'antigene (Oehler et al, 1998). La maturation des neutrophiles en presence du GM-

CSF, de l'IL-4 et du TNF-a pour 7 jours, suivie d'une stimulation avec du CD40L, 

provoque l'expression de CD83 (un marqueur de cellules dendritiques) et induit 

l'apparition de longues dendrites (Oehler et al, 1998; Iking-Konert et al, 2001). Ces 

conditions favorisent la presentation antigenique par les neutrophiles, ce qui se traduit 

par une proliferation des lymphocytes T (Oehler et al, 1998; Radsak et al, 2000). En 

outre, les cellules dendritiques derivees des neutrophiles sont au moins 10000 fois plus 

efficaces dans la presentation des antigenes solubles aux cellules T autologues par 

rapport aux monocytes fraichement isoles (Oehler et al, 1998). D'autres conditions de 

culture (le GM-CSF, 1'IFNy et l'IL-3) ont aussi permis de faire apparaitre des marqueurs 

de surface comme le CMH de classe II, le CD80, le CD86 et le CD83 dans les 

neutrophiles (Gosselin et al., 1993; Fanger et al., 1997; Radsak et al., 2000; Iking-

Konert et al, 2001). 

A l'appui de ces demonstrations, Sandilands et al, 2003 et 2005 a observe, au 

niveau des ARNm et des proteines, que les neutrophiles normaux, au repos, dans le sang 

peripherique avaient deja en reserve de ces molecules preformees emmagasinees 

specifiquement dans les granules secretaires ou quarternaires. L'activation des 

neutrophiles in vitro par l'addition de Mac-1 induit l'expression rapide des molecules 

CD 18, CD64, CD66, CD80, CD86 et, dans une moindre mesure, du CMH de classe II, 

ce qui montre la mobilisation cytoplasmique vers la surface des neutrophiles (Sandilands 

et al. 2005). Le niveau d'expression de CD80, CD86 et CMH de classe II trouve a la 

surface des neutrophiles s'est revele comparable, et dans certains cas, superieur a celui 
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trouve a la surface des monocytes, des cellules etant connues pour agir comme APCs 

(Sandilands et ah, 2005). Un phenomene semblable a ete aussi rapporte suite a la 

stimulation des neutrophiles avec d'autres stimuli comme le LPS, le fMLP, ou le PMA, 

quoique la cinetique et le pourcentage d'expression soient differents pour chaque 

stimulus (Sandilands et ah, 2006). 

Ces donnees in vitro ont ete valisees par des etudes in vivo qui montrent que les 

neutrophiles de patients atteints de la granulomatose de Wegener (une destruction des 

vaisseaux sanguins accompagnee d'une infiltration de neutrophiles au niveau du nez, des 

poumons et des reins) ou de rarthrite rhumatoi'de, se caracterisent par l'expression de 

molecules de surface comme le CMH de classe II, le CD80 et le CD86, ainsi que la 

presentation d'antigenes aux lymphocytes T, d'une facon dependant du CMH de classe 

II (Iking-Konert et ah, 2001; Cross et ah, 2003; Iking-Konert et ah, 2005; Sandilands et 

ah, 2006). Des infections bacteriennes severes peuvent egalement prolonger la survie 

des neutrophiles in vivo (Wagner JG et Roth RA, 2000) et favoriser l'expression de 

CD83 en surface (Iking-Konert et ah, 2002). Dans un modele de souris injectees de 

facon intradermique avec le vaccin de Mycobacterium bovis BCG (bacille Calmette-

Guerin), les neutrophiles capturent les bacilles et les transported aux organes 

lymphoi'des (Abadie et ah, 2005). 
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1.2.7 Production des mediateurs lipidiques 

Les principaux mediateurs lipidiques produits par les neutrophiles sont le 

leucotriene B4 (LTB4) (Ford-Hutchinson et ah, 1980; Naccache et Sha'afi, 1983; 

Simmons et ah, 1983; McDonald et ah, 1993; Krump et ah, 1995), la prostaglandine E2 

(PGE2) (Zurier, 1976; Tolone et ah, \911; Pouliot et ah,\99S; Yu et ah, 1998; Gilbert et 

ah, 2003; St-Onge et ah, 2007), le thromboxane A2 (TXA2) (Goldstein et al., 1978; 

Pouliot et a/.,1998), ainsi que le facteur d'activateur plaquettaire (PAF) (Ludwig et ah, 

1985; Sisson et ah, 1987; Miwa et ah, 1992). Ces eicosanoides (le LT, la PG, le TX) 

proviennent du metabolisme de l'acide arachidonique catalyse par les enzymes 5-

lipoxygenase (5-LO) ou les cyclooxygenases 1 et 2 (COX-1 et -2) (Nicosia et ah, 2001; 

Garavito et Mulichak, 2003; Simmons et ah, 2004; Norel et Brink, 2004). II est a noter 

que le niveau d'expression d'enzymes (5-LO et COX-2) et de la FLAP (5-LO-activating 

protein), impliquees dans la formation de ces mediateurs lipidiques, est augmente chez 

les neutrophiles actives (McDonald et ah, 1993; Pouliot et ah, 1994; Pouliot et ah, 1994 

et 1998; Niiro et ah, 1997; Maloney et ah, 1998; Yu et ah, 1998; Gilbert et ah, 2003). 

La 5-lipoxygenase (Matsumoto et ah, 1988) catalyse la transformation de l'acide 

arachidonique en 5-HPETE (5S-hydroperoxy-6, 8-trans-ll, 14-cis-eicosatetraenoique) 

avec l'aide de la FLAP (Dixon et ah, 1990; Reid et ah, 1990) qui sera ensuite converti 

en LTA4, precurseur commun des leucotrienes, pour finalement former soit le LTB4 via 

Taction de la LTA4 hydrolase (Minami et ah, 1987), ou un des cysteinyl-leucotrienes 

(cysLTs) (LTC4, LTD4, LTE4) via Taction de la LTC4 synthetase. Le LTB4 a plusieurs 
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effets physiologiques (recrutement et activation de cellules inflammatories) et 

pathophysiologiques (Busse, 1998; Devillier et al, 1999; Nicosia et al, 2001; 

Yokomizo et al, 2001). II est un puissant agent chimiotactique pour les neutrophiles 

(Palmblad et al, 1981) ainsi que les monocytes, les macrophages et les lymphocytes T 

(Smith et al, 1980; de Jong et al, 1992). Le LTB4 active plusieurs cellules 

inflammatoires tels que les neutrophiles, les macrophages, et les eosinophils 

(Yokomizo et ah, 2001). Le LTB4 active, egalement, certaines cellules non-leucocytaires 

comme les cellules endothelials, les osteoclastes (Yokomizo et al., 2001). II induit chez 

les neutrophiles 1'adherence et la transmigration au travers de 1'endothelium (Mackarel 

et al., 2000), la degranulation (Feinmark et al., 1981), la generation d'especes reactives 

oxygenees (Li et al., 1996), 1'augmentation de la capacite phagocytaire (Mancuso et al., 

2001) et le retardement de l'apoptose spontanee (Hebert et al., 1996; Klein et al, 2001; 

Stankova et al., 2002; Petrin et al., 2006). Le LTB4 est implique dans plusieurs maladies 

inflammatoires comme rarthrite rhumatoi'de (Ahmadzadeh et al., 1991), l'asthme 

(Montuschi et Barnes, 2002), et la fibrose kystique (Carpagnano et ah, 2003). 

La COX mene a la production de prostaglandine G2 qui sera ensuite metabolisee 

en prostaglandine H2 par la peroxydase pour finalement former les prostaglandines D2, 

E2, et F2a, la prostacycline I2 (PGI2), et les thromboxanes (TXA) (Smith et al., 1991; 

Smith et al, 1996 et 2000; Vane et Botting, 1996; Garavito et DeWitt, 1999; Garavito et 

al, 2002). Les prostaglandines sont impliquees dans plusieurs fonctions de l'organisme, 

dont le developpement de la reaction inflammatoire, le systeme reproducteur, et les 

fonctions renales. La PGE2 joue un role dans la vasodilatation, 1'inflammation, la fievre 
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et la douleur. Tout dependant des cellules qui sont ciblees, la PGE2 peut avoir des effets 

pro-inflammatoires comme l'hyperalgesie, la vasodilatation et la contraction bronchique 

(Katori, 1989) et anti-inflammatoires comme l'inhibition de la chimiotaxie, de la 

production d'anions superoxides et de la liberation du LTB4 par les neutrophiles (Zurier 

et al, 1974; Lehmeyer et Johnston, 1978; Ham et al, 1983; Pouliot et al, 2002). Le 

TXA2 a generalement des effets pro-inflammatoires comme l'activation et l'aggregation 

des plaquettes, 1'induction de 1'adherence des monocytes a la membrane de 

polycarbonate et de la synthese de TNF-a et d'IL-l(3 par le zymosan (Caughey et al, 

1997), et 1'augmentation d'adherence des leucocytes polymorphonucleaires a membarne 

de nylon (Spagnuolo et al, 1980). 

Pour sa part, le PAF est forme a partir du lyso-PAF via Taction de l'acetyl 

transferase en presence d'acetyl-CoA (Braquet et al, 1987). Produit par plusieurs types 

cellulaires incluant les neutrophiles (Camussi et al., 1981; Sisson et al., 1987; Miwa et 

al., 1992, McDonald et al., 1993), le PAF est reconnu pour avoir de multiples actions 

physiologiques et pathologiques. Plus large que son role initial comme etant un 

activateur des plaquettes, le PAF est un mediateur phospholipidique qui cause la 

vasodilatation, la contraction des cellules du muscle lisse et l'activation des neutrophiles, 

macrophages et eosinophils (Imaizumi et al., 1995; Izumi et Shimizu, 1995). II exerce 

un role important dans les reactions allergiques et inflammatoires, retrouvees dans 

certaines maladies comme 1'asthme et l'ischemie du myocarde (Imaizumi et al., 1995; 

Izumi et Shimizu, 1995). Le PAF affecte egalement les systemes reproducteur 

(ovulation, ovoimplantation, embryogenese, motilite des spermatozo'ides), 
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cardiovasculaire (hypotension, bradycardie, vasoconstriction coronarienne) et nerveux 

central (modulation de la transmission du signal synaptique, relachement des 

neurotransmetteurs) (Hanahan, 1986; Braquet et ah, 1987; Braquet et Rola-Pleszczynski, 

1987; Koltai et ah, 1991; Imaizumi et ah, 1995; Izumi et Shimizu, 1995). En fonction du 

type cellulaire, le PAF induit une variete de reponses cellulaires comme le 

chimiotactisme, le relachement de granules, la generation des radicaux oxygenes 

toxiques, 1'augmentation de la phagocytose, ainsi que la production de plusieurs 

cytokines (Ingraham et ah, 1982; Bonavida et ah, 1989; Rola-Pleszczynski et Stankova, 

1992; Denault et ah, 1997). 

Ainsi, le profil global des mediateurs lipidiques generes par les neutrophiles peut 

clairement influencer la maniere dont ces cellules participent a l'orchestration de la 

reponse inflammatoire et, a ce titre, une meilleure comprehension des mecanismes 

controlant la biosynthese de ces mediateurs comporte sans aucun doute un interet 

clinique. 

1.2.8 Production des mediateurs peptidiques (cytokines/chimiokines et facteurs 

de croissances) 

Les cytokines sont de petits peptides impliques dans un grand nombre de 

fonctions au sein de l'organisme, et tout particulierement dans la resistance naturelle ou 

acquise aux agents infectieux ou toxiques. Elles sont des messagers chimiques de la 

communication intercellulaire permettant l'echange d'informations entre les cellules 
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(Garofalo et Goldman, 1998; Townsend et McKenzie, 2000). Les cytokines possedent 

deux caracteristiques particulieres: la redondance (deux cytokines differentes peuvent 

avoir le meme effet) et la pleiotropie (une seule cytokine peut exercer des effets 

multiples et varies sur divers types cellulaires), ce qui montre la complexity de leurs 

fonctions dans le processus inflammatoire (Garofalo et Goldman, 1998; Townsend et 

McKenzie, 2000; Goldsby RA. et al, 2000; Nesin et Cunningham-Rundles, 2000; Shuai 

et Liu, 2003). 

Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques dont le poids moleculaire 

oscille entre 8 kDa et 14 kDa (Oppenheim et al., 1991; Taub et Oppenheim, 1994). Elles 

attirent les leucocytes au site inflammatoire, controlent la migration directionnelle et 

l'emplacement des leucocytes dans les organes lymphoides secondaires et les tissus. Les 

chimiokines sont classifies, selon la configuration des residus cysteine situes pres de la 

portion N-terminale, en 4 families : C-, CC-, CXC-, et CX3C, ou « X » correspond a un 

acide amine autre que la cysteine (Rollins, 1997; Baggiolini, 1998; Luster, 1998; Kim et 

Broxmeyer, 1999; Murphy et al., 2000; Zlotnik et al., 2000). Globalement, les cytokines 

et les chimiokines jouent un role dans la regulation du trafic cellulaire, la degranulation 

leucocytaire, l'angiogenese, ainsi que dans la proliferation et la differentiation des 

cellules souches hematopoietiques (Proost et al., 1996; Rollins, 1997; Rossi et Zlotnik., 

2000; Mackay , 2001). 

Bien que les monocytes et les lymphocytes aient longtemps ete considered 

comme des sources majeures de cytokines parmi les cellules sanguines, il est maintenant 
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evident que les cytokines sont aussi produites par plusieurs autres types cellulaires, dont 

les neutrophiles (Lloyd et Oppenheim, 1992; Cassatella, 1995 et 1999, Cassatella et al, 

1997; Hachicha M. et al, 1998; Scapini et al, 2000; Lapinet et al, 2000). Une liste de 

cytokines produites par les neutrophiles est presentee au tableau 1.2. En reponse a une 

stimulation appropriee, les neutrophiles produisent une vaste gamme de mediateurs 

peptidiques comprenant les cytokines pro-inflammatoires comme : l'IL-la/|3, le TNF-a, 

1'IFN-a., l'lFN-y et l'IL-12; les cytokines anti-inflammatoires comme 1'IL-1RA et le 

TGF-(3; les chimiokines comme l'IL-8, le GRO-a et p\ l'IP-10 (interferon-gamma-

inducible protein-10), le MIG (monokine induced by IFN-y), 1'1-TAC (IFN-inducible T 

cell alpha chemoattractant), le MlP-la et p et le MIP-3a et (3; les facteurs de 

croissance comme le G-CSF, le GM-CSF, le VEGF et le HGF, ainsi que plusieurs autres 

(Tableau 1.2). 

Etant donne que les neutrophiles sont generalement les premieres cellules 

recrutees massivement au site inflammatoire (Woodman et al, 1998; Chang, 1981; 

Abramson et Weissmann, 1981), ils pourraient, via la production et la secretion de 

cytokines et de chimiokines, orchestrer le recrutement selectif de d'autres populations 

leucocytaires au site inflammatoire (Figure 1.3) (Lloyd et Oppenheim 1992; Cassatella, 

1995 et 1999; Bennouna et al, 2003; Wittamer et al, 2005; van Gisbergen et al, 2005; 

Nathan, 2006). Par exemple, 1'afflux de differentes populations leucocytaires au site 

inflammatoire se reflete dans les chimiokines produites par les neutrophiles : 1TL-8 et 

GRO-a recrutent principalement les neutrophiles (Baggiolini et Clark-Lewis, 1992; 

Taub et Oppenheim, 1994; Cassatella, 1999). L'IP-10, le MIG ou 1T-TAC attirent 
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essentiellement les lymphocytes et les cellules NK, tandis que le MIP-la/(3 ou MIP-

3a/(3 recrutent les monocytes/macrophages, les cellules dendritiques immatures et 

matures, les eosinophils et les basophiles (Oppenheim et ah, 1991; Taub et ah, 1993; 

Taub et Oppenheim, 1994; Mantovani, 1997; Cassatella, 1999; Menten et ah, 2002; van 

Gisbergen et ah, 2005; Nathan, 2006). L'IL-12 induit les cellules NK et les lymphocytes 

T a produire de 1'IFN-y, augmentant ainsi la cytotoxicite mediee par ces cellules et 

induit la polarisation des lymphocytes T vers le Thl (Trinchieri, 1998; Gately et ah, 

1998). Le BLyS (TNF-related ligand B-lymphocyte stimulator) contribue a la 

proliferation et maturation des lymphocytes B (Scapini et ah, 2005), alors que 1'IFN-y 

participe a la differentiation des lymphocytes T et 1'activation des macrophages (Ethuin 

et ah, 2004). 

Les neutrophils actives peuvent induire la maturation des cellules dendritiques, 

d'une part par la production de TNF-a et, d'autre part, grace a 1'interaction des 

molecules d'adhesion CDllb/CD18 des neutrophils avec le DC-SIGN (Dendritic Cell-

Specific Intercellular adhesion molecule-3 Grabbing Nonintegrin) des cellules 

dendritiques. Cette interaction a ete mise en evidence par 1'augmentation de marqueurs 

de maturation, tel que le CD83, et par la production d'IL-12 lorsque les cellules 

dendritiques immatures sont en co-culture avec les neutrophiles actives (van Gisbergen 

et ah, 2005). Par ailleurs, la stimulation des cellules dendritiques par les neutrophiles 

actives augmente la capacite des cellules dendritiques a induire la proliferation des 

lymphocytes T, suggerant ainsi que les neutrophiles puissent instruire la maturation 
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fonctionnelle des cellules dendritiques et 1'induction de reponses accrues des cellules T 

par les cellules dendritiques (van Gisbergen et al, 2005). 

Comme nous venons de le voir, les neutrophiles interviennent dans la reponse 

immune innee (Witko-Sarsat et al., 2000; Kobayashi et al., 2003; Mayer-Scholl et al, 

2004; Segal, 2005). Cependant, ils participent aussi activement a l'elaboration de la 

reponse immune adaptative (Figure 1.3) (Cassatella, 1995 et 1999; Ashtekar AR et Saha 

B, 2003; van Gisbergen et al, 2005; Nathan, 2006; Appelberg, 2007). Premierement, par 

leur capacite d'attirer les lymphocytes Thl via la secretion de MIP-la/p et d'autres 

chimiokines (Scapini P et al., 2000) et les cellules dendritiques via le MIP-la/|3 et la 

defensine-a (Kasama et ah, 1993; Yang et al., 2000). Deuxiemement, les neutrophiles 

actives pourraient induire la maturation des cellules dendritiques et instruire ces 

dernieres a induire la polarisation des lymphocytes T vers le phenotype Thl par la 

secretion de l'IL-12 (Bennouna et al., 2003; van Gisbergen et al., 2005). Troisiemement, 

dans des conditions appropriees, ils pourraient non seulement survivre plus longtemps 

mais egalement etre reprogrammes afin d'acquerir des caracteristiques phenotypiques de 

cellules presentatrices d'antigene (Oehler et al., 1998; Yamashiro et al., 2000; Iking-

Konert et al, 2001) ou, acquerir ce phenotype en mobilisant a leur membrane des 

marqueurs preformees (Sandilands et al., 2003 et 2005). Quatriemement, ils pourraient 

migrer vers les organes lymphoi'des pour presenter l'antigene aux lymphocytes T (Bliss 

et al, 2000; Abadie et al, 2005). 
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Finalement, grace a cette vaste gamme de mediateurs produits par les 

neutrophiles, ils peuvent non seulement influencer directement la reponse inflammatoire 

et la mise sur pied d'une reponse immune specifique a divers agents pathogenes. Qui 

plus est, ils peuvent aussi influencer d'autres processus comme rhematopoi'ese, 

l'angiogenese, la guerison des plaies et la resolution de 1'inflammation (Lloyd et 

Oppenheim 1992; Cassatella, 1995 et 1999; Bennouna et al, 2003; Wittamer et al, 

2005; van Gisbergen et al, 2005; Nathan, 2006; Appelberg, 2007). 



Cytokines pro-inflammatoires: 

IL-la/p 
IL-6 
IL-12 
IL-17 
IL-18 
IFN-a/y 
MIF 

Chimiokines C-X-C: 

IL-8/CXCL8 
GRO-a/p/y ou CXCL1/2/3 
ENA-78/CXCL5 
GCP-2/CXCL6 
MIG/CXCL9 
IP-10/CXCL10 
I-TAC/CXCL11 

Superfamille du TNF: 

TNF-a 
Fas Ligand 
CD30 Ligand 
LIGHT 
TRAIL 
Blys 

Cytokines anti-inflammatoires: 

IL-1RA 
TGF-|31/p2 

Chimiokines C-C: 

MCP-1/CCL2 
MIP-la/CCL3 
MIP-1|3/CCL4 
MIP-3a/CCL20 
MIP-3|3/CCL19 

Facteurs de croissance: 

G-CSF 
GM-CSF 
VEGF 
FGF-2 
TGF-a 
HGF 

(Mise a jour de Cassatella, 1999 et de Scapini et al., 2000) 

Tableau 1.2 Les cytokines et chimiokines produites par les neutrophils. 
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Pathogens Mucosal tissue 

Activated neutrophil 
Monocyte 

I Hi WJ.S <» t--atnu<\;><jtr/ 

(Extrait de van Gisbergen KPJM et al, 2005) 

Figure 1.3 Neutrophiles et regulation de reponse immunitaire adaptative. 

Les neutrophiles sont parmi les premieres cellules immunitaires a migrer vers les sites 

d'infection. Les neutrophiles recrutent d'autres cellules immunitaires, y compris d'autres 

neutrophiles, par l'intermediaire de l'IL-8 et du GRO-a, les cellules Thl par le biais de 

MlP-lct, MIP-lp, MIG, IP-10 et I-TAC, les cellules dendritiques (DCs) immatures par le 

biais de MlP-la, MIP-1(3 et defensine-a. (a) les neutrophiles actives produisent du 

TNF-a et induit la maturation des DCs. Les DCs matures migrent vers les ganglions 

lymphatiques ou ils produisent de l'IL-12 et favorisent l'induction de reponses des 

cellules T de type Thl. (b) Par ailleurs, les cytokines inflammatoires au site d'infection 

pourraient permettre la differentiation de precurseurs immatures des neutrophiles en 

DCs qui migreraient aux ganglions lymphatiques afin d'indure la proliferation des 

cellules T. (c) Les neutrophiles rencontrent des agents pathogenes et pourraient migrer 

vers les ganglions lymphatiques, ou ils pourraient jouer un role dans la regulation 

immunitaire et induire la polarisation vers le phenotype Thl par la production de l'IL-12. 
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1.3 Regulation de 1'expression des genes des cytokines et des chimiokines 

1.3.1 Activation de la transcription d'un gene 

Pour activer un gene donne, divers stimuli entrainent la liaison d'un certain 

nombre de facteurs de transcription specifiques a des sequences d'ADN regulatrices 

situees sur le promoteur d'un gene cible (Felsenfeld et al, 1996; Courey, 2001). Ces 

facteurs favorisent le recrutement de co-activateurs et provoquent le remodelage de la 

chromatine, ce qui permet a la machinerie basale de transcription (les facteurs generaux 

de transcription et 1'ARN polymerase II) de se Her aux sequences d'ADN regulatrices 

sur le promoteur, qui etaient auparavant inaccessibles, et d'initiatier la transcription 

(Grunstein, 1997; Courey, 2001; Merika et Thanos, 2001; Eberharter et Becker, 2002). 

L'expression inductible d'un gene en reponse a un stimulus est regulee a 

differents niveaux : le signal recu pourra, selon les besoins de la cellule, etre amplifie ou 

attenue lors de sa transmission au noyau (Benes et al., 1999; Freeman et Gurdon, 2002). 

La quantite de facteurs de transcription recrutee au site d'initiation de la transcription 

(SIT) est critique pour initier la transcription, comme c'est le cas pour les genes qui 

necessitent la translocation nucleaire de NF-KB (Siebenlist et al., 1994; Ghosh et al, 

1998; Wang et Baldwin, 1998). Les membres d'une meme famille de facteurs de 

transcription peuvent aussi moduler different type de genes (par exemple, le dimere 

RelA/p50 ou RelA/RelA regule le promoteur du gene de 1TL-8, tandis que le complexe 

RelA/c-Rel cible plutot celui du MCP-1) (Kunsch et Rosen, 1993; Ueda et al, 1997; 

Chen, 2004). Certains facteurs necessitent un cofacteur ou une modification post-
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traductionelle pour etre actifs comme c'est le cas pour ATF-2 (activating transcription 

factor 2) qui doit etre phosphoryle pour s'attacher a l'ADN (Gupta et al., 1995; 

Livingstone et al., 1995; Curthoys et Gstraunthaler, 2001). Differentes modifications 

post-traductionnelles (phosphorylation ou ubiquitinylation) maintiennent enfin la 

proteine repliee correctement, et/ou active plus ou moins longtemps dans la cellule 

(Ashcroft et Voudsen, 1999; Ashcroft et al, 2000; Gottifredi et al, 2001; Pierrat et al, 

2007). 

Ceci dit, la regulation de l'expression des genes precoces, tels que ceux qui 

encodent des cytokines et chimiokines, depend avant tout de la transcription, qui est 

represente aussi l'etape limitante (Escoubet-Lozach et al, 2002). 

1.3.2 Regulation transcriptionnelle de quelques genes de cytokines et de 

chimiokines dans des cellules autres que les neutrophiles 

Plusieurs facteurs de transcription incluant les facteurs NF-KB, AP-1, STAT, NF-

IL6 (ou C/EBP(3) et d'autres sont impliques dans l'expression de plusieurs genes de 

cytokines et de chimiokines (Agarwal et Rao, 1998; Lavender et al, 2000; Smale et 

Fisher, 2002; Holloway et al, 2002; Nikolajczyk, 2006; Meyer et Vinkemeier, 2007). 

De nombreux agents exogenes et des stimuli pro-inflammatoires, tels que les 

endotoxines, les lectines, l'hypoxie, les virus, les bacteries, l'IL-1, et le TNF-a, 

stimulent la production d'IL-8 dans une grande variete de types cellulaires (Taub et 
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Oppenheim, 1994) soit par la stabilisation de l'ARNm de l'IL-8 (Matsushima et al., 

1988) ou par l'activation de la transcription du gene de l'IL-8 (Taub et Oppenheim, 

1994). La sequence genomique de l'IL-8 contient des sites de liaison putatifs pour 

plusieurs facteurs de transcription, comme pour le NF-KB, le NF-IL6 (C/EBP(3), l'AP-1, 

les recepteurs des glucocorticoides, le HNF-1 (hepatocyte nuclear factor-1) et l'IRF-1 

(interferon regulatory factor-1) (Mukaida et al., 1989; Stein et Baldwin, 1993). 

L'analyse du promoteur de l'IL-8 montre qu'une sequence entre les positions -91 et -71 

contient un site de liaison pour le NF-KB et le NF-IL6 (C/EBP(3). Ces deux sites sont 

suffisants pour l'induction de la transcription du gene de l'IL-8 par le LPS, l'IL-1, le 

TNF-a, le PMA ou la proteine X du virus de l'hepatite B. Des etudes effectuees chez les 

cellules Jurkat et HeLa ont montre que le gene de l'IL-8 est regule par une liaison 

cooperative du NF-IL6 et de RelA a l'ADN (Stein et Baldwin, 1993; Kunsch et al, 

1994). Ces facteurs nucleaires forment un complexe tertiaire avec le promoteur de l'IL-8, 

ce qui amene un effet de synergie sur l'expression de l'IL-8 (Kunsch et al, 1994). Une 

surexpression de la proteine IKB, l'inhibiteur du NF-KB, abolit cet effet synergique 

dependant de RelA et de NF-IL6 (Kunsch et al, 1994). Toutefois, la transcription du 

gene de l'IL-8 semble etre regulee differemment dans divers types de cellules, selon la 

cooperation au niveau des sites de liaison pour l'AP-1, le NF-IL-6, et le NF-KB, 

possiblement en raison de la disponibilite et de l'activation de differents facteurs 

nucleaires. Dans les lignees de cellules cancereuses gastriques et les lignees 

monocytaires, seul le site NF-IL6 est indispensable pour l'expression du gene de l'IL-8 

(c'est-a-dire soit AP-1 + NF-IL6 ou NF-KB + NF-IL6 puissent induire son expression). 

D'autre part, dans les cellules de glioblastome humain, le NF-KB est requis pour 
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l'expression du gene de l'IL-8 (soit AP-1 + NF-KB OU NF-IL6 + NF-KB) (Mukaida et 

al, 1990; Mahe et al, 1991; Yasumoto et al, 1992). 

Les glucocorticoides comme la dexamethasone sont des agents 

immunomodulateurs anti-inflammatoires puissants qui ont un effet d'inhibition sur la 

transcription genique de plusieurs cytokines pro-inflammatoires notamment l'IL-1, le 

TNF-a et l'IL-8. Un site GRE (Glucocorticoid-responsive element), present entre les 

positions -330 et -325 dans le promoteur de l'IL-8, joue un role dans l'inhibition de 

l'expression de l'IL-8 observee avec la dexamethasone dans un certain nombre de types 

cellulaires (Mukaida et al, 1989). Toutefois, la dexamethasone supprime egalement la 

production de l'IL-8 induite par l'IL-1 via le site du NF-KB (Mukaida et al, 1994). 

D'autres genes de chimiokines a motif C-X-C semblent etre sous un controle 

semblable. L'IL-1 et le TNF stimulent l'expression d'un grand nombre de chimiokines 

C-X-C incluant GROa, GR0p\ et GROy dans les monocytes, les fibroblastes, les 

cellules endothelials et les cellules epitheliales mammaires par le biais des sites du N F -

KB dans leurs promoteurs (Haskill et al., 1990). 

Bien que la regulation de l'expression des genes des chimiokines C-C soit moins 

bien connue que celle de l'IL-8 (CXCL8), des sites de liaison potentiels pour NF-KB, 

NF-IL6, AP-1 et AP-2 ont ete identifies dans les regions regulatrices du gene MCP-1 

murin (Timmers et al, 1990). Des sites pour NF-IL6, NF-KB, et c-Ets ont ete egalement 

identifies dans le promoteur de MlP-la humain (Grove et Plumb, 1993). 
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1.3.3 Regulation de la transcription chez les neutrophiles 

Les neutrophiles peuvent transcrire un large eventail de genes, et synthetiser les 

proteines correspondantes (Marucha et al, 1991; Lloyd et Oppenheim, 1992; Cassatella, 

1995 et 1999, Cassatella et al, 1997; Hachicha M. et al, 1998; McDonald et al, 1998; 

Scapini et al, 2000; Lapinet et al, 2000). Un certain nombre de facteurs de transcription 

a ete identifie et partiellement caracterise dans les neutrophiles. II s'agit des membres de 

la famille STAT, NF-KB/Rel, Ets, C/EBP et AP-1 (Cloutier et McDonald, 2003; 

McDonald, 2004). Parmi ces families de facteur de transcription, les STAT et NF-

KB/Rel sont relativement mieux documented. Au moins 4 membres de la famille STAT 

(STAT1, STAT2, STAT3 et STAT5) sont exprimes et actives par divers stimuli incluant 

le G-CSF (STAT1 et 3) (Bovolenta et al, 1996; Chakraborty et Tweardy, 1998; Kuroki 

et O'Flaherty, 1999), le GM-CSF (STAT1, 3 et 5) (Brizzi et al, 1996; McDonald et al, 

1998; Al-Shami et al, 1998; Kuroki et O'Flaherty, 1999; Caldenhoven et al, 1999), 

ITFN-Y (STAT1 et 3) (McDonald et al, 1998; Bovolenta et al, 1998; Caldenhoven et 

al, 1999), 1TL-10 (STAT1 et 3) (Crepaldi et al, 2001). En ce qui concerne la famille de 

NF-KB/Rel, les proteines RelA ou p65, c-Rel, p50 et son precurseur pi05 sont 

exprimees par les neutrophiles (Druker et al, 1994; McDonald et al, 1997). 

Contrairement a la majorite de types cellulaires qui expriment les proteines NF-KB/Rel 

dans le cytoplasme des cellules au repos, les proteines NF-KB/Rel (et ses proteines 

inhibitrices, IKBS) sont distribuees de facon egale dans les deux compartiments 

cellulaires, cytoplasmique et nucleaire, des neutrophiles au repos (McDonald et al, 

1997; Vancurova et al, 2001; nos donnees dans cette presente these). Les proteines NF-
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KB/Rel sont activees chez les neutrophiles par plusieurs stimuli comprenant le TNF-a ( 

McDonald et al, 1997; McDonald et al, 1998; Ward et al, 1999; Vancurova et al, 

2001; Miskolci et al, 2003), le LPS (McDonald et al, 1997; McDonald et al, 1998; 

Sugita et al, 1998; Vollebregt et al, 1998), l'IL-l(3( McDonald et al, 1997), IL-15 

(McDonald et al, 1998), les particules phagocytaires (McDonald et Cassatella, 1997; 

Vollebregt et al, 1998), le PAF (McDonald et al, 1997), le LTB4 (McDonald et al, 

1997). En ce qui concerne l'AP-1, malgre la presence de plusieurs proteines de cette 

famille, la formation d'un complexe authentique AP-1 n'est observee en aucun cas 

(Cloutier et al, 2003). Par ailleurs, l'inhibition de la voie JNK n'affecte pas la 

production d'IL-8, de MlP-la et de MIP-1|3 induite par le LPS ou le TNF-a (Cloutier et 

al, 2003). 

Bien que la presence et 1' activation de plusieurs facteurs de transcription soient 

documentees chez les neutrophiles, il y a en ce moment tres peu de donnees qui 

demontrent l'impact de l'activation de ces facteurs de transcription sur l'expression d'un 

grand nombre de genes qui sont induits par divers stimuli dans ces cellules. En 

particulier, dans l'induction de l'expression des genes des cytokines et des chimiokines 

(Cloutier et McDonald, 2003; McDonald, 2004). L'absence de ces informaions peut etre 

en partie attribuable au fait que les neutrophiles ne sont pas transfectables et qu'ils ne 

survivent pas longtemps en culture, empechant ainsi la realisation d'etudes de 

promoteurs telles qu'on en fait dans d'autres types de cellules. Par consequent, le 

developpement d'un modele cellulaire 'granulocytaire' transfectable permettant 

d'introduire diverses constructions, i.e. promoteur-rapporteurs, proteines surexprimees, 
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permettrait l'etude de l'aspect transcriptionnel dans ces cellules. A ce propos, quelques 

lignees de type granulocytaire sont decrites dans la litterature. II s'agit des lignees 

cellulaires HL-60 (Langer et Pestka, 1985), PL-21 (Kubonishi et al, 1986) et PLB-985 

(Tucker et al, 1987) differenciees en neutrophile avec l'ajout d'un agent de 

differentiation comme la vitamine D3, l'acide retinoi'de ou le dimethylsulfoxide. 

Cependant, les diverses techniques de transfection utilisees dans la litterature demeurent 

encore peu efficaces, surtout pour la transfection transitoire. Dans le cadre du presente 

projet, nous avons utilise les cellules PLB-985 differenciees en neutrophiles la ou 

certains essais ne sont pas realisables dans les neutrophiles primaires. 

D'une part, la regulation de l'expression d'un gene est tres complexe et reste 

encore mal comprise. Par exemple, pourquoi un facteur de transcription particulier 

regule-t-il la transcription d'un gene et non celle d'un autre alors que les promoteurs des 

deux genes contiennent tous deux la meme sequence d'ADN pouvant se lier a ce 

facteur? D'autre part, la signalisation intracellulaire menant a l'activation de 

l'expression d'un gene est vaste puisque plusieurs voies differentes peuvent interagir 

entre elles et puisque la reponse a un stimulus particulier peut varier selon le type 

cellulaire et selon le niveau de differentiation et l'etat des cellules. C'est pourquoi, dans 

la presente these, nous nous sommes concentres sur le facteur de transcription NF-

KB et les composants faisant partie de sa cascade de signalisation, ainsi que 

l'impact de son activation sur l'expression et la secretion inductible de quelques 

cytokines et de chimiokines par les neutrophiles humains. En consequence, le NF-KB 
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et les composants faisant partie de la cascade menant a son activation seront approfondis 

dans la section suivante. 
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1.4 Le facteur de transcription NF-KB et les composants de la voie de 

signalisation du NF-KB 

Le facteur de transcription NF-KB (Nuclear Factor kappa B) a ete initialement 

decrit comme un facteur nucleaire necessaire a la transcription de la chaine legere K des 

immunoglobulines dans les lymphocytes B (Sen et Baltimore, 1986). Depuis, on sait 

qu'il se retrouve chez a peu pres tous les types cellulaires et qu'il joue un role primordial 

dans la regulation de 1'expression d'une multitude de genes impliques dans de 

nombreuses fonctions biologiques et cellulaires comme 1'inflammation, les reponses 

immunitaires innees et adaptatives (Bonizzi et Karin, 2004), la proliferation et la survie 

des cellules (Siebenlist et al., 2005; Papa et al, 2006), le developpement des organes 

(Weih et Caamano, 2003). La deregulation de ce facteur de transcription, par exemple, 

son activation constitutive peut mener aux maladies inflammatoires et autoimmunes, 

ainsi qu'a certains cancers (Yamamoto et Gaynor , 2001; Karin et ah, 2002). 

1.4.1 La famille Rel/ NF-KB 

La famille des proteines Rel/NF-KB se compose, chez les mammiferes, des 

proteines p65 (ou RelA), RelB, c-Rel, p50 (ou NF-KB 1) et p52 (ou NF-KB2) (Figure 

1.4). Les proteines p50 et p52 sont respectivement formees a partir de precurseurs, pi05 

et plOO (Ghosh et al, 1998; Silverman et Maniatis, 2001; Ghosh et Karin, 2002; 

Hay den et Ghosh, 2004). Chaque membre contient en position N-terminale une 

sequence conservee RHD (Rel homology domain) d'environ 300 acides amines 
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impliquee dans la liaison a l'ADN, dans la dimerisation et dans 1'interaction avec des 

proteines inhibitrices appelees IKBS (inhibitors of NF-KB). La partie C-terminale du 

RHD contient uh groupe tres conserve d'acides amines positivement charges 

fonctionnant a titre de sequence de localisation nucleaire (NLS) (Ghosh et ah, 1995; 

Miiller et ah, 1995). Les proteines RelA, RelB et c-Rel contiennent, de plus, a leur 

extremite C-terminale les domaines TADs (transactivation domains) qui sont importants 

dans l'activation de l'expression genique. Les TADs interagissent avec differents 

composants de la machinerie transcriptionnelle de base comme le TBP (TATA-binding 

protein) et le TFIIB (transcription factor IIB) (Xu et ah, 1993; Blair et ah, 1994; Schmitz 

et ah, 1995) et avec les coactivateurs transcriptionnels, comme le p300 et le CBP 

(CREB-binding protein) (Perkins et ah, 1997; Sheppard et ah, 1999). Les proteines p50 

et p52 ne possedent pas un tel domaine, ce qui en fait des modulateurs ou represseurs de 

la transcription (Ghosh et ah, 1998). Chaque membre de la famille Rel/NF-KB peut 

participer a la formation d'homo- ou heterodimeres. La forme dimerique la plus courante 

est composee des sous-unites p50 et p65 (Siebenlist et ah, 1994). Les differents dimeres 

possibles presentent des affinites differentes selon les sites consensus et des potentialites 

transactivatrices variables, augmentant ainsi les possibilites et la specificite de regulation 

de l'expression des genes dependants du NF-KB (Baldwin, 1996; Udalova et ah, 2002; 

Saccani et ah, 2002; Chen, 2004). 
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A NF-KB/Rel Family 
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Figure 1.4 Representation schematique des proteines de la famille NF-KB, IKB, 

et IKK. 

Les differents membres de la famille NF-KB, IKB, et IKK sont montres. Le nombre 

d'acides amines de chaque proteine est indique a droite. Les sites de clivage presumes 

pour la plOO (acide amine 447) et la pl05 (acide amine 433) sont montres. Les sites de 

phosphorylation et de 1' ubiquitinylation sur la plOO, la pl05, et 1'IKB sont indiques. 

(RHD) Rel homology domain; (TAD) transactivation domain; (LZ) leucine zipper 

domain; (GRR) glycine-rich region; (HLH) helix-loop-helix domain; (Z) zinc finger 

domain; (CC1/2) coiled-coil domains; (NBD) NEMO-binding domain; (a) a-helical 

domain. 



42 

1.4.1.1 Regulation de Pactivite du NF-KB dependante des IKBS 

Dans une cellule au repos, le complexe NF-KB est generalement sequestre dans le 

cytoplasme par les proteines IKBS qui masquent les sites NLS inhibant ainsi leur 

translocation au noyau (Baldwin, 1996). L'activation de la cellule par divers stimuli, 

comme le TNF-a ou le LPS, induit la phosphorylation et l'activation d'un groupe de 

kinases nominees IKKs (IKB kinases) qui phosphorylent les IKBS, notamment IKBCI. La 

phosphorylation de IicBa entraine son ubiquitinylation et par consequent sa degradation 

par le proteasome. II en resulte la liberation de NF-KB, permettant sa translocation au 

noyau. Une fois dans le noyau, NF-KB se lie a des sites promoteurs particuliers, au niveau 

de sequences consensus specifiques de type 5'-GGGPuNNPyPyCC-3' (Siebenlist et ah, 

1994), situees dans les promoteurs des genes cibles. C'est ainsi que le NF-KB induit la 

transcription de cytokines et de chimiokines (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a, CM-CSF, 

IL-8, Mip-1, IP-10), de molecules d'adhesion (ICAM, VCAM, E-selectine), d'enzymes 

effectrices inductibles (iNOS, COX-2), de facteurs de transcription (RelB, p50, c-Myc) 

ainsi que de ses propres inhibiteurs (IKBCC) (Baeuerle, 1998; Ghosh et al, 1998; Kopp et 

Medzhitov, 1999; Pahl, 1999; Abraham, 2000; Lim et al, 2001; Karin et Lin, 2002; 

Aktan et al, 2004; Bonizzi et Karin, 2004; Hayden et Ghosh, 2004). 

1.4.1.2 Regulation de Pactivite du NF-KB independante des IKBS 

L'activite transcriptionnelle du NF-KB est regulee non seulement via la 

degradation d'lKfia et la translocation nucleaire en resultant, mais aussi par plusieurs 
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modifications post-traductionnelles incluant la phosphorylation et/ou l'acetylation, ce qui 

module le potentiel de transactivation du NF-KB (Schmitz et al, 2001; Chen et Greene, 

2004; Viatour et al, 2005; Perkins, 2006). Plusieurs proteines kinases sont connues pour 

etres impliques dans ce processus de modification comme la PKA (protein kinase A) 

(Zhong et al, 1998), la CKII (casein kinase II) (Wang et al, 2000) et les IKKs (Sakurai 

et al, 1999; Buss et al, 2004). 

La sous-unite p65 du NF-KB est la principale cible connue de phosphorylation par 

differentes kinases. Ces kinases fonctionnent a la fois dans le cytoplasme et dans le 

noyau, et sont induites de facon differentielle par divers stimuli comme le LPS et le TNF-

a. Le domaine RHD et le domaine de transactivation de p65 contiennent des sites de 

phosphorylation cles qui sont specifiquement vises par diverses kinases. Les sites de 

phosphorylation inductible le plus souvent rapportes pour p65 sont la serine 536, la serine 

529 et la serine 276. La serine 536 est phosphorylee par le complexe IKK (Sakurai et al, 

1999), tandis que la serine 529 est phosphorylee par la CKII (Wang et al, 2000). La 

phosphorylation de la serine 276 est faite par la sous-unite catalytique de la proteine 

kinase A (PKAc) ou par la kinase MSK1 (mitogen- and stress-activated protein kinase 1) 

(Zhong et al, 1998; Vermeulen et al, 2003). D'autres sites de phosphorylation de p65 

ont aussi ete decrits. Leur signification fonctionnelle reste cependant incertaine (Chen et 

Greene, 2004; Chen et al, 2005; Viatour et al, 2005; Perkins, 2006). 

L'acetylation est une modification importante dans la regulation de la fonction 

nucleaire du NF-KB (Chen et al, 2002, 2005; Kiernan et al, 2003; Hoberg et al, 2006). 
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Le p65 endogene devient acetyle sur plusieurs sites apres l'activation des cellules, par 

exemple les cellules HeLa, par le TNF-cc ou avec d'autres stimuli. De plus, le p300 et le 

CBP semblent jouer un role majeur dans l'acetylation du p65, de par leur activite 

enzymatique histone acetyltransferase (HAT), qui regule aussi en partie l'expression 

genetique par acetylation de la queue N-terminale des histones (Ogryzko et ah, 1996, 

Chen et ah, 2002). L'acetylation du NF-KB conduit a la modification de son activite de 

liaison a l'ADN et de son activite transcriptionnelle (Ogryzko et ah, 1996; Kouzarides, 

2000; Chen et ah, 2002 et 2004). Trois principaux sites d'acetylation ont ete identifies au 

sein du p65, soit les lysines 218, 221 et 310 (Chen et ah, 2002 et 2004). L'acetylation de 

la lysine 221 accroit l'affinite de fixation a l'ADN du p65 sur le site KB et diminue son 

assemblage avec la proteine IKBCI, alors que l'acetylation de la lysine 310 du p65 est 

necessaire pour une pleine transactivation du complexe NF-KB (Chen et ah, 2002 et 

2004). Un lien entre la phosphorylation et l'acetylation du p65 a ete egalement rapporte, 

en ce sens que l'acetylation du p65 serait surtout regulee par la phosphorylation prealable 

des serines 276 et 536 (Chen et ah, 2005; Hoberg et ah, 2006). La forme phosphorylee et 

acetylee de p65 possede une activite transcriptionnelle accrue. 

1.4.2 La famille des proteines inhibitrices IKBS 

La famille IKB est composee de plusieurs proteines incluant iKBa, IKB(3, 

IKBE,IKBY, et Bcl-3 (Figure 1.4) (Siebenlist et ah, 1994; Baldwin, 1996; Silverman et 

Maniatis, 2001; Ghosh et Karin, 2002; Hayden et Ghosh, 2004). Tous les membres de la 

famille IKB contiennent un domaine fortement conserve presentant un nombre variable 
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de motifs ankyrines. La fonction essentielle de ces motifs est d'interagir avec le RHD de 

la famille NF-KB et d'inhiber la translocation des dimeres NF-KB en masquant la 

sequence NLS et les sites de liaison a l'ADN (Beg et al, 1992; Ganchi et al, 1992). 

Chaque membre presente une specificite donnee a differents dimeres NF-KB. Par 

exemple, les proteines IKBCX, IKBP, et IKBS se lient preferentiellement aux complexes 

contenant RelA ou c-Rel (Thompson et al, 1995; Whiteside et al, 1997), tandis que Bcl-

3 lie preferentiellement les homodimeres p50 et p52 (Franzoso et al, 1992; Wulczyn et 

al, 1992;Naumannefa/., 1993). 

La proteine iKBa (37 kDa) est le membre le plus etudie de cette famille, du fait 

qu'elle a ete la premiere a etre clonee (Davis et ah, 1991; Haskill et al., 1991). Cette 

proteine contient, en position C-terminale, un domaine riche en proline, glutamate, 

aspartate, serine et threonine appele "PEST domain". Ce domaine est implique dans la 

demi-vie d'lKBa et presente un site de phosphorylation pour la kinase CKII (Verma et 

al, 1995; Chu et al, 1996; Lin et al, 1996; McElhinny et al, 1996; Schwarz et al, 

1996). La structure cristallographique d'lKBa lorsque liee au dimere p65/p50 montre 

que la proteine IKBCC masque seulement la sequence NLS du p65, tandis que celle du 

p50 demeure accessible, ce qui peut moduler 1'import nucleaire du complexe NF-

KB/IKBO. (Huxford et al, 1998; Jacobs et Harrison, 1998). D'ailleurs, I'IKBCX possede, 

en position N-terminale, une sequence NES (Nuclear Export Sequence). Ceci rend le 

complexe NF-KB/IKBCI capable de faire la navette entre le cytoplasme et le noyau, 

quoique la localisation habituelle d'lKBa est cytoplasmique (Johnson et al, 1999; 

Huang et al, 2000, Tarn, 2000). Physiologiquement, IKBa regule l'induction rapide, 
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mais transitoire, de l'activite du NF-KB. En effet, la stimulation du NF-KB induit une 

augmentation de 1'expression du represseur IKBO: dont le promoteur du gene possede des 

sites KB (Sun et al., 1993; Chiao et ah, 1994). Le represseur IKBO: neo-synthetise est 

alors capable de Her les dimeres NF-KB directement dans le noyau (Zabel et Baeuerle, 

1990; Brown et al, 1993; Sun et al, 1993; Arenzana-Seisdedos et al, 1995). Ce 

mecanisme semble necessaire a la restauration de 1'inhibition lorsque la stimulation 

prend fin, et assurerait une reponse transitoire. A ce propos, Beg et al, 1995 a montre 

que les cellules fibroblastiques qui sont deficientes en IKBO: n'arrivent pas a debarrasser 

le NF-KB du noyau apres une stimulation avec le TNF-a. 

La proteine IKB{5 (43-45 kDa) est analogue a iKBa d'un point de vue structural. 

Cette proteine inhibe preferentiellement les dimeres NF-KB contenant RelA ou c-Rel 

(Thompson, 1995; Baldwin, 1996). A la difference d'lKBa, la proteine IKB(3 est 

degradee seulement quand les cellules sont stimulees avec un certain type de stimulus, 

tels que le LPS ou l'IL-1, qui cause une activation prolongee du NF-KB. La cinetique de 

degradation d'lKB(3 est relativement plus longue (Thompson et ah, 1995; Suyang et al., 

1996; Tran K et al., 1997). La proteine IKB(3 nouvellement synthetisee s'accumule sous 

forme de proteine non-phosphorylee qui peut former un complexe stable avec le NF-KB 

et empeche ce dernier de se lier avec la proteine IKBO: neo-synthetisee. La proteine IKB|3 

non-phosphorylee peut lier le NF-KB, mais les sequences NLS et TAD de ce dernier ne 

sont pas masquees. Le complexe NF-KB/IKB(3 peut alors entrer dans le noyau et exercer 

son activite transcriptionnelle. Ce phenomene a ete propose comme un mecanisme 
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responsable de 1'activation prolongee du NF-KB (Thompson et al, 1995; Attar et al, 

1998; DeLuca et al, 1999; Suyang et al, 1996; Johnson et al, 1996). 

La proteine IK Be (45-51 kDa) est presque exclusivement associee au dimere 

RelA/RelA ou RelA/c-Rel (Whiteside et al, 1997; Li et Nabel, 1997). II semblerait 

qu'elle regule l'expression de certains genes specifiques (ex IL-8) dont les promoteurs 

se lient preferentiellement au complexe RelA et c-Rel (Kunsch et al, 1993). A la 

difference d'lKBa et IKB(3, la proteine IKBE ne contient pas le domaine PEST. Dans les 

cellules au repos, la proteine IKBE presente plusieurs formes phosphorylees et est 

degradee en reponse aux inducteurs du NF-KB avec une cinetique plus lente que celle 

d'lKBa, mais neo-synthetisee peu de temps apres (Whiteside et al, 1997). Bien que 

moins active qu'lKBa, la proteine IKBE presente quand meme une activite de type 

« aller-retour » entre le cytoplasme et le noyau (Lee et Hannink, 2002). 

La proteine Bcl-3 (60 kDa), quant a elle, presente des caracteristiques differentes 

d'lKBa et (3. II s'agit d'une proteine nucleaire qui interagit avec les homodimeres p50 et 

p52 et les deplace du site KB, ce qui enleve les effets repressifs des dimeres depourvus 

de domaine TADs (Hatada et al, 1992; Kerr et al, 1992; Wulczyn et al, 1992; Franzoso 

et al, 1993; Naumann et al, 1993). D'autres donnees suggerent que la proteine Bcl-3 

puisse former des complexes transcriptionnellement actifs avec les homodimeres p50 et 

p52 (Bours et al, 1993; Fujita et al, 1993; Dechend et al, 1999). Par contre, certaines 

etudes montrent que la proteine Bcl-3 reprime la transcription (Richard et al, 1999; 

Wessellse?fl/.,2004). 
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La proteine IK By est une proteine 70 kDa dont la distribution cellulaire est 

limitee presque exclusivement aux lymphocytes (Ghosh et al, 1990; Inoue et al, 1992). 

Sa sequence est identique a la region C-terminale de la proteine pi05, un precurseur de 

la proteine p50 de la famille Rel/NF-KB (Inoue et al, 1992; Gerondakis et al, 1993). 

Certaines donnees suggerent que la proteine iKBy fonctionne comme les autres IKBS, 

alors que d'autres donnees montrent qu'elle joue un role plus limite, probablement dans 

l'inhibition des homodimeres p50 ou p52 (Liou et al, 1992). 

Finalement, une proteine portant le nom IKBC, (aussi appelee MAIL : molecule 

possessing ankyrin-repeats induced by LPS) ou INAP (IL-1-inducible nuclear ankyrin-

repeat protein) est egalement connue. Cette proteine (79-82 kDa) est nucleaire et 

faiblement exprimee dans les cellules au repos. Cependant, son expression est fortement 

induite par une stimulation avec l'IL-1 ou le LPS (Kitamura et al, 2000; Haruta et al, 

2001; Yamazaki et al, 2001; Eto et al, 2003; Muta et al, 2003). La proteine IKB£ lie 

preferentiellement p50, plutot que RelA, et peut former un complexe qui active la 

transcription de certains promoteurs, dont celui de l'IL-6 (Yamazaki et al, 2001; 

Yamamoto et al, 2004). 

1.4.2.1 Degradation des IKBS 

L'activation du facteur NF-KB coincide temporellement avec la degradation 

proteolytique des represseurs IKB (Henkel et al, 1993; Sun et al, 1993). Quoique les 

proteines IKBS possedent des caracteristiques et des fonctions relativement distinctes, 
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leur degradation semble proceder de facon semblable, en trois etapes : phosphorylation, 

ubiquitinylation et degradation. La phosphorylation est necessaire au processus 

d'ubiquination qui permet la proteolyse. La premiere etape du processus aboutissant a la 

degradation d'lKB passe par la phosphorylation de residus serine N-terminaux situes 

respectivement en position 32 et 36 pour IKBO: et 19 et 23 pour IKB(3 (Traenckner et ah, 

1995; Verma et ah, 1995). La phosphorylation d'lKB semble done regulee de maniere 

complexe et pourrait constituer le point de convergence de toutes les stimulations 

conduisant a la degradation d'lKBa et IKB|3. Toutefois, la phosphorylation des residus 

serine est necessaire mais non suffisante au processus de degradation. En effet, la 

proteine IKBO: doit d'abord etre ubiquitinylee. L' ubiquitinylation implique deux residus 

lysine (principalement Lys 21 et Lys 22 pour IKBO:) qui sont demasques suite a la 

phosphorylation des serines 32 et 36 (Scherer et ah, 1995; Baldi et ah, 1996). La 

proteine IKBO: ubiquitinylee est alors degradee par le proteasome 26S (Palombella et ah, 

1994). 

L'identification des proteines kinases impliquees dans la phosphorylation des 

residus serines d'lKBa et IKB(3 a ete mise en evidence dans des modeles d'activation par 

le TNF-a et l'IL-1. La phosphorylation en serine des proteines IKB ne semble pas mettre 

en jeu les proteines kinases C, ni Raf-1 (Janosch et ah, 1996) mais est plutot liee a 

l'activite serine kinase d'un complexe nomme IKK (IKB kinase), mis en evidence dans 

les cellules HeLa (Mercurio et ah, 1997) et compose de deux proteines, IKKa et IKK(3 

(Mercurio et ah, 1997; Woronicz et ah, 1997; Zandi et ah, 1997). L'activite catalytique 
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d'IKK vis-a-vis d'lKBa est directe, et necessite que le represseur soit complexe a un 

dimereNF-KB (Zandi etal, 1998). 

1.4.3 La famille IKK (IKB Kinase) 

Le complexe IKK est compose de trois proteines majeures comprenant IKKa, 

IKKp et IKKy (ou NEMO) qui forment un complexe de 700 a 900 kDa avec, 

probablement, d'autres proteines (Bonizzi et Karin, 2004; Hayden et Ghosh, 2004). 

IKKa et IKKp sont responsables de l'activite catalytique alors qu'IKKy est une sous-

unite regulatrice (Chen et ah, 1996; Zandi et ah, 1997; Didonato et ah, 1997; Mercurio 

et ah, 1997p860; Woronicz et ah, 1997, Rothwarf et ah, 1998; Rothwarf et Karin, 1999). 

IKKa et IKKP presentent une forte homologie structurale et sont constitutes toutes les 

deux d'un domaine kinase du cote N-terminal, d'un domaine leucine zipper qui participe 

a leur homo- ou hetero-dimerisation; d'un domaine helice-boucle-helice qui est requis 

pour une activite complete et aussi implique dans la regulation a la baisse de l'activite 

kinase (Delhase et ah, 1999); et, a l'extremite C-terminale, d'un motif NBD (NEMO 

binding domain) qui est implique dans 1'interaction avec NEMO. Recemment, une 

sequence NLS a ete identified dans le domaine kinase d'IKKa (Sil et ah, 2004). Ces 

deux kinases sont capables de phosphoryler les differents membres de la famille IKB, 

notamment IKBOI sur la Ser32 et la Ser36 et IKBP sur la Serl9 et la Ser23 (DiDonato et 

ah, 1996). Elles peuvent aussi phosphoryler d'autres substrats, notamment RelA 

(Sakurai et ah, 1999; Buss et ah, 2004). IKKa et IKKp sont des kinases qui 

phosphorylent preferentiellement IKBOI, ce qui explique une cinetique de degradation 



51 

retardee de IKB(3 en reponse au TNF-a (Wu et Ghosh, 2003). IKBCX lie au NF-KB est un 

meilleur substrat pour IKK(3 que IKB a OU |3 libre. Pour sa part, NEMO/IKKy est une 

sous-unite regulatrice qui contient deux domaines a-helices, deux domaines « coiled-

coil», un domaine leucine zipper, et un domaine ZF (zinc finger-like domain). 

NEMO/IKKy interagit avec IKKa et IKKp via le domaine NBD, qui est compose d'une 

sequence hexa-peptidique (Leu-Asp-Trp-Ser-Trp-Leu) (May et al., 2002). Cette 

association avec NEMO/IKKy est requise pour l'activite inductible du complexe kinase 

IKK. La structure stoechiometrique des sous-unites du complexe IKK semble etre un 

heterodimere de IKKa et IKK(3 associe a deux molecules NEMO/IKKy (Miller et ah, 

2001). 

Du fait de cette forte homologie structurale, nous avons longtemps considere que 

IKKa et IKK(3 ne jouent qu'un role catalytique quelque peu redondant. Des donnees 

subsequentes montrent toutefois que chacune d'entre elles accomplit une tache distincte. 

En effet, l'inactivation des genes IKKa et IKK/3 chez la souris entraine deux phenotypes 

distincts. Les souris deficientes en IKKfi ne survivent pas au-dela du stade 

embryonnaire (a 14,5 jour de gestation) en raison d'une apoptose massive au niveau du 

foie (Li et al., 1999; Tanaka et al, 1999; Li et al., 1999). Ce phenotype est egalement 

observe avec des souris deficientes en NEMO/IKKy. De plus, on observe un defaut 

severe de 1'activation du NF-KB en reponse aux cytokines pro-inflammatoires comme 

l'IL-1 ou le TNF-a, ce qui suggere qu'IKK(3 joue un role crucial dans l'activation de 

NF-KB. En effet, en absence dTKKp et malgre son association avec NEMO/IKKy, 

IKKa ne repond pas aux activateurs des IKKs en termes de la phosphorylation d'lKBa. 
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Les souris deficientes en IKKa, quant a dies, presentent un phenotype tout a fait 

different. Elles survivent jusqu'a la naissance, mais souffrent d'une alteration majeure au 

niveau de l'epiderme. Une hyperproliferation incontrolee des keratinocytes donne aux 

souris un aspect engonce, et c'est a peine si Ton peut distinguer leurs membres tant la 

peau est epaisse. Par contre, le NF-KB est normalement active en reponse aux cytokines 

pro-inflammatoires (Hu et ah, 1999; Takeda etal, 1999; Li eta!., 1999). 

Tout dependant du type de stimuli, des composants du complexe IKK impliques 

et des sous-unites de NF-KB ciblees, on distingue deux principales voies d'activation de 

NF-KB: la voie classique et la voie alternative (Figure 1.5). La premiere est activee par 

tous les inducteurs de NF-KB, incluant les cytokines inflammatoires, les PAMPs 

(pathogen-associated molecular patterns) et les recepteurs antigeniques, et implique la 

degradation d'lKBs dependante d'IKK(3 et dTKKy, et la translocation nucleaire du 

dimere de NF-KB contenant frequemment le RelA (Silverman et Maniatis, 2001; Ghosh 

et Karin, 2002). La voie alternative est independante d'IKK(3 et dTKKy. Elle est activee 

par un nombre limite de stimuli (comme la lymphotoxine (3, le BAF (B cell-activating 

factor) et le CD40L). Cette voie requiert l'activation selective dTKKa par la proteine 

kinase NIK (NF-KB inducing kinase) (Hayden et Ghosh 2004). Le pi00 est alors clive 

pour dormer la sous-unite effectrice p52, qui forme alors un dimere avec RelB. Ce 

complexe peut alors active un groupe de genes cibles implique dans le developpement et 

le maintien des organes lymphoi'des secondaires (Senftleben et al., 2001; Xiao et al., 

2001; Dejardin et al, 2002; Hayden et Ghosh 2004). 
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Figure 1.5 Voie classique et voie alternative du NF-KB. 

(a) La voie classique du NF-KB est activee par une variete de signaux inflammatoires, 

aboutissant en expression d'une multitude de genes inflammatoires et possedant un role 

dans la reponse immunitaire. Les cytokines proinflammatoires comme l'IL-1 (3 et le 

TNF-a activent le NF-KB et leur expression est induite en reponse a l'activation du N F -

KB, formant ainsi une boucle d'amplification. (b) La voie alternative du NF-KB menant 

a la translocation nucleaire de dimeres p52-RelB est strictement dependante des 

homodimeres IKK et est activee par LT|3R, BAFF et CD40L. De nombreuses donnees 

suggerent fortement que la voie alternative joue un role central dans l'expression des 

genes impliques dans le developpement et le maintien des organes lymphoides 

secondaires. 

Abreviations: BAFF, B-cell-activating factor belonging to the TNF family; BLC, B-
lymphocyte chemoattractant; CD40L, CD40 ligand; COX-2, cyclooxygenase 2; ELC, 
Epstein-Barr virus-induced molecule 1 ligand CC chemokine; GM-CSF, granulocyte-
macrophage-colony-stimulating factor; ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; 
IKK, IKB kinase; IL-1(3, interleukin-l(3; iNOS, inducible nitric oxide synthase; LT, 
lymphotoxin; MCP-1, monocyte chemotactic protein-1; MIP-1, macrophage 
inflammatory protein-1; NIK, NF-KB-inducing kinase; PLA2, phospholipase 2; SDF-1, 
stromal cell-derived factor-1; SLC, secondary lymphoid tissue chemokine; 
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1.4.3.1 Kinases reliees a IKK (IKK-related kinases) 

Sur la base d'une homologie de sequence et de la capacite a activer le NF-KB, la 

famille de IKK s'est elargie avec la decouverte de deux autres kinases reliees a IKK: 

IKKE ou IKKi (Peters et al, 2000; Shimada et al, 1999) et TBK-1 (Tank Binding 

Kinase 1) ou NAK (NF-KB activating kinase) ou T2K (TRAF2-associated kinase) 

(Pomerantz et al, 1999; Tojima et al, 2000; Bonnard et al, 2000). TBK1 et IKKe 

presentent une forte homologie structurale et fonctionnelle, mais leur patron 

d'expression est distinct. L'expression de TBK-1 est ubiquitaire et constitutive dans une 

grande variete de cellules, tandis que celle de IKKe est generalement restreinte aux 

cellules du compartiment immun, mais est inductible dans les cellules non-

hematopoietiques en reponse au TNF, au LPS, au PMA, ou en reponse a une infection 

virale (Shimada et al, 1999; Peters et Maniatis, 2001; Aupperle et al, 2001; 

Kravchenko et al, 2003; Hemmi et al, 2004). Tout comme IKKa et p, TBK-1 et IKKe 

contiennent un domaine kinase, un domaine leucine zipper et un domaine helice-boucle-

helice (Pomerantz et Baltimore, 1999; Shimada et al, 1999; Tojima et al, 2000; Peters 

et Maniatis, 2001). In vitro, TBK-1 et IKKe sont capables de phosphoryler seulement un 

des deux residus critiques de IKBOI (Ser36), suggerant que IKBCI n'est pas un substrat 

physiologique pour ces deux kinases (Shimada et al, 1999; Bonnard et al, 2000; Peters 

et al, 2000). Cependant, les souris deficientes en TBK-1 meurent au stade embryonnaire 

(a 14,5 jour de gestation) en raison d'une apoptose massive des hepatocytes (Bonnard et 

al, 2000), un phenotype tres semblable au celui des souris deficientes en IKKfi, IKKy, et 

RelA (Beg et al, 1995; Li et al, 1999; Rudolph et al, 2000). Cela suggere que TBK-1 et 



55 

IKKe ne sont pas redondantes dans la voie de signalisation de N F - K B , mais 

represented possiblement des composants en amont du complexe IKK classique (IKKa, 

p\ y) (Bonnard et al., 2000; Maniatis et al., 2001). De nouvelles etudes montrent que 

TBK-1 et IKKe peuvent phosphoryler des facteurs de transcription incluant RelA et c-

Rel, ce qui module leur localisation intracellulaire et leur potentiel de transactivation 

(Harris et al., 2006; Mattioli et al., 2006), et les IRF-3 et IRF-7, qui sont importants dans 

la reponse antivirale (Hemmi et al., 2004; Perry et al., 2004; Tenoever et al., 2007). 

1.4.3.2 Regulation de 1' activation du complexe IKK 

L'activation du complexe IKK est dependante de leur phosphorylation. Une 

incubation avec une phosphatase du complexe IKK purifie a partir des cellules activees 

peut en effet reduire l'activation d'IKK (DiDonato et al., 1997; Prajapati et al., 2004). 

La plupart des recherches ont porte sur les evenements amenant la phosphorylation 

d'IKK(3. Cette kinase est phosphorylee sur les residus serines 177 et 181 trouves dans 

son domaine kinase (Delhase et al., 1999). IKK(3 est aussi phosphorylee hors de son 

domaine kinase sur plusieurs residus serines qui se trouvent en position C-terminale du 

motif HLH, probablement par le biais d'une autophosphorylation suite a son activation 

(Delhase et al., 1999). Les mutants de deletion qui n'ont pas de segment riche en serines 

en position C-terminale sont normalement actives en reponse au TNF-a, mais restent 

actifs plus longtemps, ce qui indique que 1'autophosphorylation ou la trans-

autophosphorylation de IKK|3 est un mecanisme de regulation negatif (Delhase et al., 

1999). La degradation d'lKB peut permettre a IKK de se phosphoryler elle-meme sur des 
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residus serines en position C-terminale, en raison d'une diminution de la competition des 

substrats. Cette phosphorylation en position C-terminale pourrait recruter une 

phosphatase, comme la phosphatase-2C|3, qui peut dephosphoryler les serines du 

domaine kinase (Prajapati etal., 2004). 

Le mecanisme moleculaire par lequel le complexe IKK est active n'est pas 

encore totalement elucide. Quelques possibilites sont decrites dans ce qui suit. 

1.4.3.2.1 Regulation de 1'activation du complexe IKK par des kinases 

en amont de celui-ci 

Parmi les mecanismes d'activation du complexe IKK, des kinases en amont 

peuvent phosphoryler IKKa (Serl76 et Serl80) et IKKp (Serl77 et Serl81). Autrement, 

ces IKKs pourraient subir une trans-autophosphorylation (Zandi et al., 1998; Miller et 

Zandi, 2001; Hay den et Ghosh, 2004). Plusieurs MAP3K (Mitogen-activated protein 

kinase kinase kinase), dont NIK (NF-KB-inducing kinase) (Malinin et al., 1997; 

Woronicz et al, 1997), NAK (NF-KB-activating kinase)/TBKl (Tojima et al, 2000), 

MEKK1 (Mitogen-activated protein/extracellular signal-regulated kinase kinase kinase 

1) (Lee et al., 1997 et 1998), MEKK 2 (Zhao et al, 1999), MEKK3 (Zhao et al., 1999; 

Yang et al., 2001) et TAK1 (TGF(3-activated kinase) (Ninomiya-Tsuji et al., 1999; 

Sakurai et al., 1999; Wang et al., 2001; Takaesu et al., 2003) sont capables de 

phosphoryler le complexe IKK et d'induire 1'activation de NF-KB dans des conditions 

de surexpression ou des essais in vitro. D'autres kinases, comme la Cot/Tlp-2 (Lin et al., 
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1999) et certaines PKC (isoformes 6, £, ou X) (Lallena et al, 1999; Sanz et al, 2000; 

Ghosh et Karin, 2002; Hay den et Ghosh, 2004) ont egalement ete proposees comme 

agissant en amont des IKKs. L'implication de quelques-unes de celles-ci dans la 

phosphotylation des IKKs a ete verifiee par des etudes d'inactivation genique. Les 

cellules MEF (mouse embyonic fibroblast) isolees de souris deficientes en NIK et en 

MEKK1 presentent une activation normale de NF-KB en reponse au TNF (Xia et al, 

2000; Yin et al, 2001; Yujiri et al., 2000). Par contre, les cellules deficientes en 

MEKK3 presentent une diminution du degre d'activation du complexe IKK et de NF-KB 

en reponse au TNF-a. (Yang et al., 2001). Quant a TAK1, son inactivation reduit 

considerablement l'activation des IKKs par plusieurs stimuli comme le TNF-a, 1TL-1|3 

et les ligands de TLR-3 et -4 (Sato et al, 2005; Shim et al, 2005). 

1.4.3.2.2 TAK1 (TGF0-activated kinase 1) 

Initialement, la kinase TAK1 fut identifie comme une kinase activee par le TGF(3 

(Yamaguchi et al, 1995). Elle est maintenant reconnue comme une kinase importante 

dans l'activation de la voie de NF-KB induite par lTL-ip [Ninomiya-Tsuji et al, 1999; 

Wang et al, 2001), le TNF-a (Sakurai et al, 1999; Takaesu et al, 2003; Shim et al, 

2005), le LPS (Irie et al, 2000; Shim et al, 2005), le TCR (T cell receptor), et le BCR 

(B cell receptor) (Sun et al, 2004; Liu et al, 2006; Shinohara et al, 2005; Sato et al, 

2005). En tant que membre de la famille des MAP3K, TAK1 est unique en ce sens que 

son activite requiert des proteines associees nommees TAB1 (TAK1 associated protein 

1), TAB2 ou TAB3 (Shibuya et al, 1996; Takaesu et al, 2000; Ishitani et al, 2003; 
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Cheung et ah, 2004; Kanayama et ah, 2004). Bien que TAB1 puisse activer directement 

la kinase TAK1 in vitro, le complexe TAK1 endogene contenant la proteine TAB1 est 

inactif dans des cellules au repos. Bien qu'on n'en connaisse pas encore la raison, 

certaines phosphatases, comme la PP2C/3, pourrait Her et inhiber TAK1 dans ces 

conditions (Hanada et ah, 2001, Li et ah, 2003; Kajino et ah, 2006). Les proteines TAB2 

et TAB3 activent egalement la TAK1 lorsqu'elles sont surexprimees. Cependant, 

contrairement a TAB1, les proteines TAB2 et TAB3 ne peuvent pas activer directement 

la TAK1 in vitro. En revanche, l'activation du complexe TAK1/TAB2 (ou TAB3) exige 

une reaction d'ubiquitinylation catalysee par El (une enzyme d'activation d'ubiquitine), 

Ubcl3/UevlA (E2 : une enzyme de conjugaison d'ubiquitine) et TRAF6 (E3 : une ligase 

d'ubiquitine) (Wang et ah, 2001). Le complexe TAK1/TAB2 (ou TAB3), qui est active 

par ubiquitinylation, phosphoryle IKKp sur les Serl77 et Serl81 dans une boucle 

d'activation conduisant a l'activation d'IKK. Le complexe TAK1 active peut egalement 

phosphoryler certains membres de la famille MKK (mitogen-activated protein kinase 

kinase), comme MKK3/6 et MKK4, ce qui mene a une activation des voies p38 MAPK 

et JNK (Moriguchi et ah, 1996; Wang et ah, 1997; Wang et ah, 2001). Fait interessant, 

le complexe TAK1/TAB1, qui peut aussi phosphoryler MKKs et activer p38 MAPK et 

JNK, n'est pas suffisant pour activer le complexe IKK (Wang et ah, 2001). Ainsi, la 

proteine TAB2/3, mais pas la TAB1, est requise pour l'activation des IKKs par TRAF6 

in vitro. Ces donnees suggerent que 1'ubiquitinylation faite par TRAF6 est non 

seulement necessaire a l'activation du complexe TAK1, mais aussi requise pour 

l'activation d'IKK par TAK1. 



59 

Compte tenu des caracteristiques de son activation, la kinase TAK1 pourrait 

representer une cible therapeutique pour certaines maladies associees a une 

inflammation et a une destruction des tissus, comme le polyarthrite rhumatoi'de et les 

maladies intestinales inflammatoires, ainsi que des processus cellulaires tels que la 

reponse au stress, l'apoptose, la proliferation et la differentiation (Garrington et 

Johnson, 1999). Le role de TAK1 dans 1'inflammation est etaye par la decouverte d'un 

inhibiteur puissant de TAK1 nomme 5Z-7-oxozeaenol (Ninomiya-Tsuji et al., 2003). 

Cet inhibiteur est tres selectif pour TAK1, et permet de reduire 1'inflammation dans un 

modele murin d'epaissisement de l'oreille induite par le chlorure de picryle (Ninomiya-

Tsuji et al., 2003). 

1.4.3.2.3 Regulation de l'activation du complexe IKK par 

ubiquitinylation 

L'ubiquitinylation joue plusieurs roles dans la regulation des voies de 

signalisation en amont de l'activation de NF-KB, ainsi que dans de nombreux processus 

biologiques. L'ubiquitine est une proteine de 76 acides amines qui est hautement 

conservee entre differentes especes, et qui est attachee de facon covalente aux residus 

lysine des proteines cibles (Haglund et Dikic, 2005; Chen, 2005). L'ubiquitinylation est 

une modification reversible qui est catalysee en trois etapes (Pickart 2004pl81; Haglund 

2005p3353). Premierement, l'ubiquitine est activee dans une reaction necessitant de 

l'ATP par une enzyme d'activation d'ubiquitine (El). Ensuite, l'ubiquitine activee est 

transferee a une enzyme de conjugaison d'ubiquitine (E2), formant un thioester E2-Ub. 
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En temps voulu, cette ubiquitine est rattachee a une proteine cible par l'intermediaire 

d'un lien isopeptidique entre la portion C-terminale de 1'ubiquitine et le groupe amino de 

la lysine d'une proteine cible en presence d'une ligase d'ubiquitine (E3) (Chen, 2005). 

L'ubiquitine elle-meme contient plusieurs residus lysine comme la Lys48 (K48) ou la 

Lys63 (K63), ce qui lui permet d'etre reliee a une autre ubiquitine pour former une 

chaine de polyubiquitine sur une proteine cible. In vivo, la chaine de polyubiquitine 

reliee par la Lys48 (K48-linked polyubiquitin chains) conduit a la reconnaissance et a la 

degradation des proteines par le proteasome (Chau et al, 1989). En revanche, la 

polyubiquitinylation reliee par la Lys63 ne declenche pas la degradation par le 

proteasome, mais est impliquee dans d'autres processus biologiques comme la reparation 

de l'ADN et l'activation des proteines kinases (Peng et al, 2003; Sun et Chen, 2004; 

Chen, 2005). Les deux formes de polyubiquitinylation jouent un role important dans 

l'activation du NF-KB. La proteine IKB est ubiquitinylee par l'intermediaire d'une 

polyubiquitinylation en K48 et est degradee par le proteasome, alors que la 

polyubiquitinylation en K63 est impliquee dans une modification des proteines TRAF2, 

TRAF6, RIP, TAB2, TAB3 et NEMO, qui jouent un role important dans l'activation de 

la voie du NF-KB (Deng et al, 2000;Wang et al, 2001; Shi et Kehrl, 2003; Tang et al, 

2003; Wertz et al, 2004; Kanayama et al, 2004; Chen et al, 2006; Ea et al, 2006; 

Sebban et al, 2006; Wu et al, 2006; Shambharkar et al, 2007). 
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Figure 1.6 Modele d'activation du complexe IKK induit par le TNF-a. Le 

recrutement de TRAF2 et RIP au complexe recepteur du TNF (TNF-R1) induit 

l'ubiquitinylation de ces molecules. L'ubiquitinylation de RIP recrute ensuite des 

MAP3Ks comme TAK1 et/ou MEKK3 qui, a leur tour, phosphorylent IKKa/|3. D'autre 

part, les proteines RIP et TRAF2 ubiquitinylees recrutent IKKy au recepteur TNF-R1, ou 

IKKy peut etre ubiquitinylee par TRAF2. La phosphorylation et l'ubiquitinylation du 

complexe IKK activent son activite kinase. 
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En somme, la litterature a ce sujet a propose le modele d'activation du complexe 

IKK suivant: lors d'une liaison d'un ligand (par exemple, le TNF-a) a son recepteur, il 

y a recrutement des proteines adaptatrices TRAF2 et RIP au recepteur, ce qui induit leur 

ubiquitinylation. L'ubiquitinylation de RIP recrute ensuite des MAP3Ks comme TAK1 

et/ou MEKK3 qui, a leur tour, phosphorylent IKKa/|3. D'autre part, les proteines RIP et 

TRAF2 ubiquitinylees recrutent IKKy/NEMO au recepteur ou IKKy/NEMO peut etre 

ubiquitinylee par TRAF2. Ensemble, la phosphorylation de IKKct/|3 et l'ubiquitinylation 

de IKKy/NEMO activent l'activite kinase du complexe IKK (Figure 1.6). 

1.4.3.3 Role nucleaire du complexe IKK 

Certaines evidences indiquent que diverses sous-unites du complexe IKK, en 

plus d'exercer des activites dans le cytoplasme, peuvent migrer au noyau pour reguler de 

nombreux aspects de l'expression des genes qui sont dependants ou independants du NF-

KB (Birbach et al, 2002; Yamamoto et al, 2003; Anest et al, 2003; Massa et al, 2005). 

Par exemple, IKKa peut se deplacer au noyau pour reguler la fonction des histones 

(Figure 1.7). Les proteines d'histone HI, H2, H3 et H4, qui forment des nucleosomes 

associes a l'ADN, sont des composantes fondamentales de la chromatine (Grunstein, 

1997; Cheung et al, 2000). La structure de la chromatine est un element important qui 

regule l'expression genique en limitant l'accessibilite des proteines liant l'ADN a la 

region promotrice des genes precoces, comme les genes dependants du NF-KB 

(Kornberg et Lorch, 1999). En reponse aux stimuli, le remodelage de la structure de la 

chromatine est declenche par une modification des histones, ce qui rend possible 
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l'interaction de facteurs de transcription comme NF-KB, de coactivateurs, et de 

composants de la machinerie transcriptionnelle avec la region promotrice (Tse et ah, 

1998; Strahl et Allis, 2000). 
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Figure 1.7 Role nucleaire d'IKKa. IKKa joue un role important dans la regulation 

de 1'activation transcriptionnelle du NF-KB dans le noyau. En reponse a des cytokines 

comme le TNF-a, IKKa est recrute aux regions promotrices des genes dependant du 

NF-KB et forme un complexe sur le promoteur avec le p65 et le CBP (CREB-binding 

protein). La formation de ce complexe facilite la phosphorylation (P) de l'histone H3 sur 

SerlO et ensuite conduit a l'acetylation (AC) par le CBP pour induire l'expression de 

genes dependant du NF-KB. 
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1.4.3.3.1 Role nucleaire de IKKa 

Au moyen d'essais d'immunoprecipitation de chromatine (ChIP assays) chez des 

fibroblastes embryonnaires murins, Anest et al. et Yamamoto et al. ont montre pour la 

premiere fois que IKKa est une kinase de l'histone H3, activant ainsi des genes 

dependants du NF-KB (Anest et al., 2003; Yamamoto et al., 2003). En reponse au TNF-

a, IKKa est recrutee conjointement avec RelA et CBP aux regions promotrices des 

genes controles par NF-KB (comme iKBa, IL-8, et IL-6) et induit une phosphorylation 

de l'histone H3 (SerlO). Cette phosphorylation est completement abolie dans les cellules 

deficientes en IKKa, ce qui suggere que IKKa est indispensable pour ce processus 

(Yamamoto et al., 2003; Anest et al., 2003). Le role nucleaire de IKKa est appuye par la 

distribution des differentes sous-unites du complexe IKK dans les cellules. Dans les 

cellules HeLa, IKKa est localisee dans le cytoplasme et le noyau, alors que IKK|3 est 

principalement localisee dans le cytoplasme (Yamamoto et al., 2003). En outre, 

1'inhibition de l'exportation nucleaire par un traitement avec la leptomycine B induit 

une accumulation nucleaire de IKKa, mais pas de IKK|3, ce qui indique que IKKa peut 

transiter entre le cytoplasme et le noyau (Birbach et al., 2002). 

On a aussi mis en evidence le recrutement d'IKKa aux promoteurs de plusieurs 

genes pro-inflammatoires (COX-2, RANTES, MnSOD) dependants du NF-KB dans les 

macrophages murins (Raw 264.7) traites avec le LPS (Park et al, 2006). La 

phosphorylation de l'histone H3 mediee par IKKa est accrue par la kinase NIK, qui 
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semble elle aussi se deplacer dans le noyau lors d'une stimulation avec le LPS (Park et 

al, 2006). 

Une influence de IKKa nucleaire sur des genes independants du NF-KB a ete 

egalement rapportee. Par exemple, en reponse au EGF (epidermal growth factor), IKKa 

phosphoryle l'histone H3 liee au promoteur de c-fos (Anest et al., 2004). IKKa lie 

egalement le promoteur de la cycline Dl et de c-myc, et active leur transcription en 

formant un complexe avec le recepteur d'oestrogene ERa et le coactivateur AIB1 

(amplified in breast cancer-1) ou SRC-3 (steroid receptor coactivator-3) (Park et al., 

2005). 

1.4.3.3.2 Role nucleaire de IKK0 

D'ordinaire, IKK(3 est une proteine cytoplasmique (Birbach et ah, 2002; Verma 

et al., 2004). Toutefois, elle peut etre recrutee aux promoteurs de genes dependants du 

NF-KB, tel que demontre par Anest et ses collegues (Anest et al., 2003). IKK(3 est 

egalement requise pour activer un certain nombre de genes stimules par l'interferon y 

comme TIP-10, GBP-2 (guanylate binding protein 2), LMP-7 (low molecular mass 

protein), SOCS-2 (Suppressor of cytokine signaling 2), (Sizemore et al., 2004) et est 

recrutee au promoteur de hesl (hairy and enhancer of split 1), un gene sous le controle 

de Notch (Aguilera et al., 2004). Dans ce cas, IKK(3 induit la phosphorylation d'lKBa 

qui est associe au promoteur de hesl ou 11 agit comme un corepresseur de la 
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transcription du gene hesl, causant ainsi sa degradation, ce qui induit la transcription 

genique (Aguilera et ah, 2004). 

1.4.3.3.3 Role nucleaire de NEMO/IKKy 

NEMO/IKKy peut faire la navette entre le cytoplasme et le noyau de facon 

CRM-1-dependante (Birbach et ah, 2002; Verma et ah, 2004). Elle est en competition 

avec IKKa et RelA pour se Her au coactivateur nucleaire CBP in vitro, reprimant ainsi 

l'expression des genes dependants de NF-KB (Verma et ah, 2004). NEMO/IKKy 

interagit aussi avec le facteur HIF-2a (hypoxia-inducible factor-2a) et accroit son activite 

via le recrutement du coactivateur p300 (Bracken et ah, 2005). Une autre fonction 

importante de NEMO/IKKy a ete decrite dans 1'activation du complexe IKK en reponse 

aux dommages d'ADN causes par 1'irradiation ou par des drogues qui causent 

l'inhibition de la topoisomerase (Wu et ah, 2006; Bartek et Lukas, 2006). Le defi a 

relever a ce sujet est de trouver quel est le lien moleculaire entre les dommages a l'ADN 

dans le noyau et l'activation du complexe IKK dans le cytoplasme. A ce sujet, la 

litterature propose le mecanisme suivant: en reponse aux dommages a l'ADN, 

NEMO/IKKy subit une serie de modifications dans le noyau. D'abord, NEMO/IKKy est 

sumoylee sur les residus Lys277 et Lys309. Cette sumoylation est augmentee par PIDD 

(p5 3-inducible death-domain-containing protein), une proteine impliquee dans 

l'arrestation du cycle cellulaire et l'apoptose en aval de proteine p53, qui forme un 

complexe avec NEMO/IKKy et RIP1 dans le noyau (Lin et al, 2000; Janssens et ah, 

2005; Wu et ah, 2005). Cette sumoylation semble retenir NEMO/IKKy dans le noyau, 
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ou elle est par la suite desumoylee et ubiquitinylee sur les memes residus (Huang et al, 

2003; Hay, 2004). Cette ubiquitinylation requiert une phosphorylation prealable sur la 

serine 85 de NEMO/IKKy par la kinase ATM (Ataxia telangiectasia mutated), un 

regulateur du cycle cellulaire et de reponses aux dommages a l'ADN (Wu et al., 2006). 

L'ubiquitinylation de NEMO/IKKy est indispensable pour son exportation nucleaire, 

conjointement avec l'ATM, et pour son interaction avec le complexe IKK dans le 

cytoplasme via ELKS, une proteine adaptatrice associee au complexe IKK. Ce processus 

induit eventuellement une activation du complexe IKK, la translocation nucleaire de NF-

KB, et la transcription des genes anti-apoptotiques (Wu et al, 2006; Bartek et Lukas, 

2006). 

1.4.4 Especes reactives oxygenees (ROS) et signalisation du NF-KB 

Dans des conditions inflammatoires ou pathologiques, l'oxygene est souvent 

transformee en formes tres reactives, appelees especes reactives oxygenees (ROS), dont 

l'anion superoxyde (CY), le peroxyde d'hydrogene (H2O2) ou le radical hydroxyle (OH») 

(Adler et al, 1999; Haddad, 2002). Les ROS sont generes par de multiples sources dans 

la cellule : la chaine de transport d'electrons dans la mitochondrie, les radiations 

ionisantes (Ogawa et al., 2003; Genova et al., 2004), et par le biais de complexes 

enzymatiques tels que les NADPH oxydases phagocytaires et non-phagocytaires 

(Babior, 1999; Griendling et Harrison, 1999; Van Heerebeek et al, 2002), les 

lipoxygenases (Kuhn et Thiele, 1999) et les cycloxygenases (Kuehl et Egan, 1980). Les 

neutrophiles, les macrophages, les eosinophiles, les cellules epitheliales et d'autres 
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peuvent produire des ROS (Macnee W 2001pl95; Bokoch et Knaus, 2003; Lambeth, 

2004). Etant donne que les ROS sont cytotoxiques, les cellules developpent une defense 

antioxydante comme les enzymes qui dismutent l'CV en H2O2 (SOD-1, -2 et -3) ou qui 

degradent l 'FL^ (catalase, glutathion peroxidase et peroxiredoxine) (Engelhardt, 1999; 

Rhee et ah, 2003). 

Quand la production des ROS submerge le pouvoir antioxydant de la cellule, un 

etat de stress oxydatif est atteint, qui mene a des lesions cellulaires graves et contribue a 

la pathogenese de plusieurs maladies. Neanmoins, s'ils ne sont pas generes en trop forte 

concentration, les ROS agissent a titre de seconds messagers dans la transduction du 

signal et la regulation des genes chez plusieurs types cellulaires (Lander, 1997; Hensley 

et ah, 2000). II est bien etabli que l 'LL^ est un des principaux ROS qui a un role dans 

la signalisation cellulaire en raison de sa capacite d'inhiber les tyrosine phosphatases via 

l'oxydation des residus cysteine dans leur domaine catalytique, ce qui active des tyrosine 

kinases et la signalisation en aval (Asian et Ozben, 2003; Tonks, 2005). Selon le niveau 

de ROS, differents facteurs de transcription sensibles a l'equilibre redox sont actives et 

coordonnent des reponses biologiques distinctes. Un niveau intermediate de ROS 

declenche une reaction inflammatoire grace a l'activation de NF-KB et d'AP-1 (Halliwell 

et Gutteridge, 1999). Le NF-KB est en fait le premier facteur de transcription qu'on a 

decrit comme etant regule par les ROS (Legrand-Poels et ah, 1990; Schreck et al., 

1991). 
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1.4.4.1 Roles controversy des ROS dans l'activation du NF-KB 

Un defi des etudes sur le NF-KB a ete d'expliquer la capacite de ce facteur de 

transcription a repondre a une vaste gamme de stimuli. Un modele qui a fait ecole a ete 

propose des le debut par Baeuerle et ses collegues. Ce modele postule que tous les 

stimuli d'activation du NF-KB ont la capacite d'induire la production d'FkCh, et que 

cette molecule agirait ensuite comme un second messager pour l'activation du NF-KB 

(Schreck et ah, 1991; Baeuerle et Henkel, 1994; Flohe et ah, 1997; Michiels et ah, 

2002). Plusieurs donnees plaident d'ailleurs en faveur de ce modele. Le traitement avec 

des agents antioxydants comme la N-acetyl-L-cysteine (NAC) et le pyrrolidine 

dithiocarbamate (PDTC) bloquent l'activation du NF-KB par une serie de stimuli, 

notamment le TNF, l'IL-1, le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), le LPS, l'ARN 

double brin et le H2O2 dans plusieurs types cellulaires (Schreck et ah, 1991; Bowie et 

O'Neill, 2000; Schoonbroodt et Piette, 2000; Gloire et ah, 2006). Ces resultats sont 

appuyes par l'utilisation d'autres antioxydants, comme la vitamine C, les derives de la 

vitamine E, l'acide lipo'ique (a-lipoic acid), le butyl hydroxyanisol (butylated 

hydroxyanisole (BHA)) et un chelateur du fer, la deferoxamine (DFO) (Bowie et 

O'Neill, 2000; Garg et Aggarwal, 2002). De surcroit, l'induction de NF-KB est abrogee 

par la surexpression de « ROS-scavenging enzymes » comme la catalase, la thioredoxin 

peroxydase et la superoxyde dismutase Mn2+ (Mn-SOD) (Bowie et O'Neill, 2000; Gloire 

et ah, 2006) qui ont une activite antioxydante hautement specifique (Manna et ah, 1998; 

Bowie et O'Neill, 2000). En fin, la plupart des agents d'activation de NF-KB peuvent 

induire la formation des ROS (Schreck et ah, 1992a; Schmidt et ah, 1995; Bowie et 
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O'Neill, 2000; Gloire et al, 2006), et l'exposition directe au H202 ou a d'autres oxydants 

induit une translocation nucleaire du NF-KB dans certains types de cellules (Bowie et 

O'Neill, 2000; Gloire et al, 2006). 

Cependant, de nombreuses etudes ont conteste ce modele (Brennan et O'Neill, 

1995; Li et Karin, 1999; Bowie et O'Neill, 2000; Gloire et al, 2006). II a ete montre que 

le H2O2 etait incapable d'induire une activation de NF-KB dans certaines cellules, et que 

les effets des agents antioxydants sur l'activation du NF-KB etaient dependants du 

stimulus utilise et du type cellulaire (Bonizzi et al, 1996; Bowie et al, 1997; Li et 

Karin, 1999; Bowie et O'Neill, 2000; Schoonbroodt et Piette, 2000). Par exemple, les 

antioxydants inhibent l'activation de NF-KB induite par les cytokines dans des cellules 

lymphoi'des et monocytaires, mais pas chez les cellules epitheliales (Bonizzi et al., 1996; 

Gloire et al., 2006). D'autres etudes ont confirme que l'induction de NF-KB par ces 

cytokines etait refractaire a l'effet repressif du NAC, du PDTC et d'autres antioxydants 

dans differents tissus (Moynagh et al, 1994; Brennan et O'Neill, 1995; Bonizzi et al, 

1996; Bowie et al, 1997; Shrivastava et Aggarwal, 1999; Bowie et O'Neill, 2000; Garg 

et Aggarwal, 2002; Hayakawa et al, 2003). Ainsi, il apparait que la formation des ROS 

n'est pas obligatoire pour l'activation de NF-KB. II s'avere done que la participation des 

ROS dans la signalisation de NF-KB serait tissus et stimulus dependant (Gloire et al, 

2006). 

D'autres faits plaident egalement contre un role universel des ROS dans la 

signalisation par le facteur NF-KB. Par exemple, l'activation de NF-KB par l'exposition 



71 

au H2O2 est lente (die prend generalement des heures), alors que pour d'autres stimuli, 

comme les cytokines, elle est typiquement detectee en quelques minutes (Bonizzi et al, 

1996; Li et Karin, 1999; Bowie et O'Neill, 2000; Gloire et al, 2006). De plus, il a ete 

rapporte que tous les inducteurs de NF-KB n'ont pas la capacite d'induire la formation 

des ROS (Royall et al, 1992; O'Donnell et al, 1995; Bonizzi et al, 1996; Bowie et al, 

1997; Bowie et O'Neill, 2000; Gloire et al, 2006). En somme, si les ROS jouent un role 

physiologique dans les voies de signalisation menant a une activation de NF-KB en 

reponse a certains stimuli, 1'importance biologique de ce phenomene reste incertaine 

pour d'autres voies d'activation de NF-KB. 
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Mise en contexte, hypothese et objectifs de 1'etude 

En reponse a une stimulation appropriee, les neutrophiles sont capables de 

produire plusieurs cytokines et chimiokines. La regulation de la transcription des genes 

de cytokines et de chimiokines varie souvent selon le type cellulaire. Cette regulation 

implique principalement les facteurs de transcription et les voies de signalisation menant 

a leur activation. Le facteur NF-KB est implique dans l'expression de cytokines et de 

chimiokines dans plusieurs types cellulaires. La plupart des stimuli comme le TNF-a ou 

le LPS, connus pour induire la production de cytokines et de chimiokines inflammatoires 

par les neutrophiles, activent egalement le NF-KB dans ces cellules. Ce qui suggere 

fortement que le facteur de transcription NF-KB et sa voie d'activation represented des 

elements cles pour l'expression de certaines cytokines et chimiokines inflammatoires par 

les neutrophiles. Cependant, les donnees sur ce sujet etaient encore fragmentaires 

lorsque que nos travaux de recherche ont debute. L'activation de NF-KB est regulee 

d'une part via la phosphorylation/degradation des IKBS, qui est principalement 

dependante de l'activite du complexe kinase IKKs; et d'autre part, via la 

phosphorylation de differentes sous-unites de NF-KB, qui est effectuee par la kinase 

IKKa/p ou d'autres kinases dans la majorite des types cellulaires. Bien que les proteines 

constituantes du NF-KB soient exprimees dans les neutrophiles humains, d'autres 

elements importants de cette voie de signalisation, comme le complexe kinase IKKs, les 

kinases en amont des IKKs (TAK1, MEKK1, MEKK3), ou la phosphorylation du N F -

KB ne sont pas encore documented pour ces cellules. 
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Ceci dit, le systeme NF-KB des neutrophiles comporte des singularities notables 

qui justifient qu'on s'y interesse plus en detail. Vancurova et ah, 2001 et nous-memes 

avons observe que les proteines de la famille NF-KB/Rel et la proteine inhibitrice iKBa 

etaient exprimees aussi bien dans le cytoplasme et le noyau des neutrophiles humains au 

repos. De plus, IKBO: est degradee simultanement dans ces deux compartiments 

cellulaires en reponse a des stimuli comme le TNF-a ou le LPS. Ces observations nous 

ont conduit a emettre l'hypothese que d'autres elements de la voie de signalisation du 

NF-KB pourraient egalement etre localises et actives simultanement dans le 

cytoplasme et le noyau des neutrophiles humains. Nous avons verifie cette hypothese 

en poursuivant les objectifs suivants: 

1. Determiner le role de NF-KB dans 1'induction de 1'expression de certains 

cytokines et de chimiokines inflammatoires (TNF-a, IL-8, Mip-la et Mip-1(3) chez les 

neutrophiles humains au repos et actives par le TNF-a ou le LPS. 

2. Caracteriser l'expression, la distribution, et la phosphorylation (l'activation) 

du complexe IKK et de la proteine RelA/p65 chez les neutrophiles humains. 

3. Determiner quelle kinase (s) en amont du complexe IKK est impliquee dans sa 

phosphorylation et son activation. 

4. Determiner si l'activation de NF-KB est dependante des ROS endogenes dans 

les neutrophiles humains. 
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Les resultats de ces objectifs seront presentes dans les trois sections du chapitre 3 

de la presente these. 

La section 1 intitulee « Expression et activation nucleaire du complexe IKK 

chez les neutrophiles humains » contient des resultats pour les objectif 1 et 2. 

La section 2 intitulee « Implication de la kinase TAK1 dans l'activation du 

complexe IKK chez les neutrophiles humains » renferme des resultats pour l'objectif 

3. 

La section 3 intitulee « L'activite inductible du NF-KB n'est pas modulable 

par les ROS endogenes chez les neutrophiles humains » contient des resultats pour 

l'objectif 4. 
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CHAPITRE II- MATERIELS ET METHODES 

2.1 Produits utilises 

Les anticorps polyclonaux reconnaissant les proteines IKBCH, RelA, IKKa, IKKy, 

IKKi, TBK, NIK, TAK1, TAB1, MEKK1, MEKK3, l'histone H3 et l'actine provenaient 

de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Les anticorps anti-phospho-

IKKa/(3, anti-phospho-IKKy, anti-phospho RelA, anti-phospho-p38, anti-phospho-

ERK1/2, et anti-TAB2 ont ete achetes chez Cell Signaling (Danvers, MA, USA), alors 

que les antisera diriges contre la leucotriene A4 hydrolase (LTAH) et la FLAP ont ete 

genereusement donnes par le Dr. J. Evans (Merck Frosst, Pointe-Claire, Quebec, 

Canada). L'anticorps anti- lactate dehydrogenase (LDH) provenait de Fitzgerald 

(Concord, MA, USA). Les anticorps secondaires anti-souris et anti-lapin conjugues a la 

peroxydase de raifort, ainsi que la trousse de chemiluminescence ECL ont ete achetes 

d'Amersham Biosciences (Baie d'Urfe, QC, Canada). L'anticorps monoclonal de souris 

anti-CDllb et l'anticorps de chevre anti-souris conjugues a la fluoresceine 

isothiocyanate provenaient de BD Biosciences (Mississauga, Canada). Le Ficoll-Paque, 

la T4 polynucleotide kinase, poly (dl-dC) et la proteine G-sepharose 4FF ont ete achetes 

chez Amersham-Pharmacia (Baie d'Urfe, QC, Canada). L'[y-32P]ATP et L'[a-32P]UTP 

provenaient de NEN (Boston, MA, USA). Le RPMI 1640 et le FCS sans endotoxines 

(<2pg/ml) ont ete achetes respectivement chez Sigma (St-Louis, MO, USA) et Wisent 

(St-Bruno, Qc, Canada). Les cytokines recombinantes et le LPS (Escherichia coli 

Oil 1:B4) provenaient de R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) et de List Biological 
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Laboratories (Campbell, CA), respectivement. L'acetyl-BSA, la cycloheximide, le 

diisopropyl fluorophosphate (DFP), le dimethyl formamide (DMF), le dimethyl 

sulfoxide (DMSO), le N-formyl-methionyl-phenylalanine (fMLP) et le 

phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF) et le MBP (myelin basic protein) ont ete 

achetes chez Sigma (St-Louis, MO, USA). L'aprotinine, la leupeptine, la pepstatine A, 

le 4-(2-aminomethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), et le Nutridoma-SP 

provenaient de Roche (Laval, Qc, Canada). Les inhibiteurs des differentes voies de 

signalisation (SB 203580, PD 98059, SP-600125, Wortmannin, LY- 294202, H89, MG-

132 et MG-262, BAY 117082) et l'inhibiteur d'exportation nucleaire (Leptomycin B) 

ont ete achetes chez Calbiochem (San Diego, CA, USA). L'inhibiteur de TAK1 (5z-7-

oxozeaenol) a ete genereusement donne par les Drs M. Tsuchiya et K. Ono (Chugai 

Pharmaceutical Co. Ltd, Shizuoka, Japan). Les PGAi, PGE2, et 15-deoxy-PGJ2 etaient 

de Cayman Chemical. Le vecteur pcDNA3.1 provenait d'Invitrogen (Carlsbad, CA). 

L'ADNc codant pour le GFP (GFP/pcDNA3.1) a ete fournis par le Dr. Gilles Dupuis 

(Universite de Sherbrooke). Le plasmide contenant un gene rapporteur luciferase sous le 

controle du NF-KB (pNF-KB-Luc) provenait de Stratagene (La Jolla, CA, USA), alors 

que le plasmide contenant un gene rapporteur luciferase sous le controle du promoteur 

de l'IL-8 (pIL8-Luc) a ete ete genereusement donne par le Dr. Allan R. Brasier 

(University of Texas Medical Branch). 

2.2 Techniques experim en tales 

2.2.1 Isolement des neutrophils 
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Les neutrophiles ont ete isoles a partir du sang peripherique des donneurs sains 

selon la methode de Boyum (1968) a l'exception que toute la procedure a ete faite a la 

temperature ambiante. Brievement, le sang a ete preleve et centrifuge a 200 x g pendant 

10 min. Le plasma a ete enleve et remplace par du PBS. Apres la sedimentation au 

dextran, les cellules ont ete centrifugees sur du Ficoll-Paque; l'anneau de cellules PBMC 

a ete soigneusement recueilli, et les erythrocytes ont ete lyses dans l'eau distillee 

pendant 20s. Les neutrophiles ont ete laves une fois avec du PBS avant d'etre 

resuspendus a une concentration finale de 5 x 106 cellules/ml (a moins d'avis contraire) 

dans le milieu RPMI 1640 supplemente de 5% de serum autologue inactive a la chaleur. 

Les neutrophiles obtenus contenaient invariablement moins de 0.5% de cellules PMBC, 

tel que determine par coloration Wright/Giemsa ou par cytofluorimetrie. La viabilite des 

neutrophiles depassait 98% apres 4 h de culture, tel que determine par l'exclusion du 

bleu de trypan. 

2.2.2 Culture des cellules PLB-985 

La lignee promyelocytaire humaine PLB-985 a ete achetee a la Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zelkulturen GmbH (Braunschweig, Germany). 

Les cellules X-CGD PLB-985 qui sont deficientes en gp91phox (Zhen L. et al., 1993) 

ont ete genereusement fournies par le Dr. Mary Dinauer (Indiana University, 

Indianapolis, IN). Ces cellules ont ete cultivees a 37°C dans une atmosphere de 95% air-

5% C02 dans du RPMI 1460 supplemente de 10% FBS inactive a la chaleur, de 2 mM 

L-glutamine, de 100 U/ml penicilline et de 100 u.g/ml de streptomycine (milieu RPMI 
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complet). Pour induire une differentiation granulocytaire, 1.25% DMSO a ete ajoute au 

milieu RPMI complet et les cellules ont ete cultivees pendant 5 jours en changeant le 

milieu tous les deux jours. Alternativement, la differentiation granulocytaire a ete 

effectuee dans le milieu RPMI complet contenant 0.5% DMF, 1% Nutridoma SP, et/ou 

0.5% FBS, comme decrit par Pedruzzi et al. (2002). 

2.2.3 Fractionnements cellulaires et immunobuvardages de type western 

Les cellules ont ete incubees a 37°C en presence ou en absence de stimuli ou 

d'inhibiteurs, tel qu'indique dans les figures appropriees. Les incubations ont ete 

arretees en ajoutant un volume equivalent de PBS froid contenant 2 mM de DFP, et des 

inhibiteurs de phosphatases (10 mM NaF, 1 mM Na3V04, et 10 mM NaiPzO?). Apres 

une centrifugation de 5 min a 300 x g, les cellules ont ete resuspendues et incubees dans 

le tampon de relaxation froid compose d'un melange (mM) de Pipes 10 (pH 7.30), NaCl 

10, MgCL; 3,5, EDTA 0,5, EGTA 0,5 et DTT 1, supplements d'inhibiteurs de proteases 

(1 mM DFP, 1 mM PMSF, 1 mM, 1 mM AEBSF et 10 ug/ml d'aprotinine, de leupeptine 

et de pepstatine A) et de phosphatases (10 mM NaF, 1 mM Na3VC>4, et 10 mM 

Na^Oy). Les cellules ont ete lysees par une methode de cavitation a 1'azote comme 

decrit par McDonald et al. (1997 et 1998) et par Ear et al. (2005). Pour les echantillons 

cellulaires totaux (whole-cell samples), un petit aliquot de chaque echantillon a ete 

preleve du cavitat pour une determination de la concentration proteique, et le reste du 

cavitat a ete bouilli pendant 5 min suite a 1'addition d'un volume equivalent de tampon 

d'echantillon (sample buffer) prechauffe 2x contenant 50 mM Tris base (pH 6.8), 4% 
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SDS, 10% 2-ME, et 20% glycerol, suivi par une sonication pour defaire la chromatine. 

Les fractions cytoplasmiques et nucleaires ont ete preparees comme decrit par 

McDonald et al. (1997 et 1998) et par Ear et al. (2005). Les divers echantillons ont ete 

separes par electrophorese sur des gels de polyacrylamide de 10-12% (a moins 

d'indications contraires) contenant du SDS (SDS-PAGE) selon la methode de Laemmli 

(Laemmli, 1970). Les antigenes ont ete reveles par immunobuvardage de type western 

comme decrit par Ear et al. (2005). 

2.2.4 Immunoprecipitations et immunobuvardages de type western 

Les neutrophiles ont ete lyses dans 1 ml du tampon de lyse froid contenant 20 mM 

Tris (pH 7.4), 1% NP-40, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl, supplement^ d'inhibiteurs de 

proteases et de phosphatases tel que decrit precedemment. Les lysats cellulaires clarifies 

ont ete incubes toute la nuit avec 1.5 (jg/ml d'anticorps anti-TAKl et avec 30 ul de 

proteine G-sepharose 4FF immobilisee sur des billes d'agarose (Amersham-Pharmacia). 

Le lendemain, les echantillons ont ete laves deux fois avec du tampon de lyse, et deux 

fois avec du PBS. Les billes ont ete resuspendues et chauffees pendant 5 min dans 30 jo.1 

de tampon d'echantillon. Les produits d'immunoprecipitation ont ete separes par 

electrophorese sur des gels de polyacrylamide de 10%, transferes sur des membranes de 

nitrocellulose, et ensuite analyses par immunobuvardage de type western. 
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2.2.5 Immunoprecipitations et essais kinase in vitro 

Les neutrophiles ont ete lyses dans 0.5 ml du tampon de lyse, tel que decrit 

precedemment. Les lysats cellulaires clarifies ont ete incubes avec 2 ug/ml d'anticorps 

anti-TAKl, anti-MEKKl, ou anti-MEKK3 pendant 90 min a 4°C avec rotation, suivi 

d'une incubation avec rotation pendant 60 min a 4°C avec 30 ul de proteine G-sepharose 

4FF immobilisee sur des billes d'agarose. Les echantillons ont ete laves une fois avec du 

tampon de lyse, une fois avec du tampon de lavage (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM 

Na4P2C>7, 25 mM ^glycerophosphate, 1 mM Na3V04 et 2 ug/ml aprotinine) et deux 

fois avec du tampon PAN (10 mM Pipes (pH 7.0), 100 mM NaCl, 2 ug/ml aprotinine). 

Les billes ont ete resuspendues dans 30 ul de tampon PAN. A cet etape, les produits 

d'immunoprecipitation ont ete divises en deux parts (20 ul et 10 ul, utilises 

respectivement pour des essais de kinases et les immubuvardages de type western). Des 

billes resuspendues (20 ul) a ete ajoute dans 20 ul d'un melange du tampon d'essai de 

kinase in vitro contenant 20 mM Pipes (pH 7.0), 10 mM MgCl2, 2 mM DTT, 1 ug MBP, 

20 uM ATP et 5 uCi [y-32P]-ATP (pour un essai kinase TAK1), ou 20 mM Pipes (pH 

7.0), 10 mM MnCl2, 2 mM DTT, 1 ug MBP, 20 uM ATP et 5 uCi [y-32P]-ATP (pour un 

essai kinase MEKK1), ou 20 mM Pipes (pH 7.0), 5 mM MnCl2, 5 mM MgCl2, 2 mM 

DTT, 1 ug MBP, 20 uM ATP et 5 uCi [y -32P]-ATP (pour un essai kinase MEKK3). Les 

reactions ont ete effectuees a 30°C pendant 30 min et ensuite arretees par ajout de 40 ul 

du tampon d'echantillon. Les produits des essais kinases in vitro ont ete separes par 

electrophorese sur des gels de SDS-PAGE de 18%. Les gels ont ete seches et les 

proteines MBP phosphorylees ont ete detectees par autoradiogramme. L'autre 10 ul des 
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produits d'immunoprecipitation ont ete separes par electrophorese sur des gels de SDS-

PAGE de 10%, transferee sur les membranes nitrocelluloses, et ensuite analysees par 

immunobuvardage de type western. 

2.2.6 Essais EMSA (Electrophoretic mobility shift assays) 

Les cellules ont ete incubees a 37°C en presence ou en absence de stimuli ou 

d'inhibiteurs. Les incubations ont ete arretees en ajoutant un volume equivalent de PBS 

froid contenant 2 mM DFP, 10 mM NaF, 1 mM Na3V04, et 10 mM Na4P207. Apres une 

centrifugation de 5 min a 300 x g, les cellules ont ete resuspendues et incubees dans le 

tampon de relaxation froid tel que decrit a la section 2.2.3. Les cellules ont ete lysees par 

cavitation a l'azote et les extraits nucleaires ont ete prepares et analyses par EMSA 

comme decrit par McDonald et al. (1997 et 1998). 

2.2.7 Extraction d'ARN et analyses par RPA (RNase Protection Assay) ou 

par RT-PCR en temps reel 

Les cellules (40 x 106 cellules/condition) ont ete incubees a 37°C en presence ou en 

absence de stimuli ou d'inhibiteurs, tel qu'indique dans les figures. L'ARN total a ete 

isole en utilisant le Trizol suivant le protocole du manufacturier (Gibco, Burlington, 

VT, USA). Le niveau d'expression de 1'ARNm a ete analyse par RPA tel que decrit par 

McDonald et al. (1999) en utilisant les sondes hCK3 ou hCK5 provenant de BD 

Pharmingen (Mississauga, Ontario, Canada). Le niveau d'expression de l'ARNm a 
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aussi ete determine par 1'analyse semi-quantitative par PCR en temps reel. A cet effet, 

1'ARN total a ete d'abord traite avec 10 U de DNase I (Amersham Biosciences) et 20 U 

de RNasin (Fisher Scientific) pendant 15 min a 37°C, qui ont ete ensuite inactivees a 

70°C pendant 10 min. 1 u.g de l'ARN total a ete ensuite utilise pour la synthese de 

cDNA dans une reaction de transcription inverse en utilisant 7,5 uM de « random 

decamers» (Ambion, Austin, TX, USA) et 1U de Superscript II (Invitrogen, 

Burlington, Ontario, Canada) dans un volume total de 20 ul. Le cDNA a ete amplifie 

par PCR en temps reel par un appareil RotorGene 3000 (Corbett Research, Sydney, 

Australia) dans un volume final de 20 ul contenant 1 \xg cDNA, 3 mM MgC^, 0.2 mM 

dNTP, 0.5 uM d'amorces, 0.1U Taq Polymerase et du SYBR Green (Molecular Probes, 

Eugene, OR) dilue a 1/33 000. Les reactions se faisaient pendant 35 cycles avec les 

parametres suivants: denaturation a 95°C pendant 15 s, hybridation a 60°C pendant 20 s, 

et elongation a 72°C pendant 25 s. Les amorces utilisees etaient les suivantes: 18S (fw 

AGGAATTGACGGAAGGGCAC; rev GGACATCTAAGGGCATCACA), IL-8 (fw 

AGGAAGCTCACTGGTGGCTG; rev TAGGCACAATCCAGGTGGC), TNF-a (fw 

TCTTCTCGAACCCCGAGTGA; rev CCTCTGATGGCACCACCAG), Mip-la (fw 

CGGCTTCGCTTGGTTAGGA; rev CGGCTTCGCTTGGTTAGGA), Mip-lb (fw 

CTGCTCTCCAGCGCTCTCA; rev GTAAGAAAAGCAGCAGGCGG), GAPDH (fw 

GATGACATCAAGAAGGTGGTGAA; rev GTCTTACTCCTTGGAGGCCATGT). 

Pour les analyses par « real-time primary transcript (PT)-PCR», les amorces suivantes 

ont ete utilisees: IL-8 (fw ATTGAGAGTGGACCACACTG; rev 

ACTACTGTAATCCTAACACCTG); Mip-la (fw GTCAGTCCTTTCTTGGCTCTG; 

rev GATACCCACAACGAAACTCAGAC); Mip-
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l(3(fwAAACCTCTTTGCCACCAATACC; rev AGGACTCTGCCTACACCTTGAC); 

TNFa (fw TCAGGATCATCTTCTCGAACC; rev GAGTCCTTCTCACATTGTCTC). 

L'analyse semi-quantitative a ete faite suivant la procedure de Dussault et Pouliot 

(2006) qui permet de mesurer l'abondance des transcrits en les relativisant a un transcrit 

dont l'abondance ne varie pas selon les stimulations, soit le GAPDH ou l'ARNr 18S. 

2.2.8 Analyses par ELISA 

Les cellules (3 x 106 cellules/600 ui) ont ete cultivees dans des plaques de 24 puits 

a 37°C en presence ou en absence de stimuli ou d'inhibiteurs, tel qu'indique dans les 

figures. Les surnageants ont ete recoltes et congeles dans de l'azote liquide et entreposes 

a -80°C. Les concentrations de cytokines et de chimiokines ont ete determinees par la 

technique d'ELISA en sandwich grace a des paires d'anticorps selon les instructions des 

manufacturiers (R&D Systems ou BD-PharMingen). 

2.2.9 Analyses de cytofluorimetrie 

Les cellules ont ete lavees deux fois avec du PBS froid, puis incubees (5 x 105 

cellules/par echantillon) avec 50 ul d'un anticorps de souris anti-CDl lb (0.5 (j,g/ml final, 

dilue dans du PBS) pendant 30 min a 4°C. Les cellules ont ete ensuite lavees 2 fois avec 

du PBS froid et incubees pendant 30 min (a 4°C et a l'obscurite) avec 50 \i\ d'un 

anticorps secondaire conjugue a la fluoresceine isothiocyanate (0.5 [xg/ml final, dilue 

dans du PBS). Les cellules ont ete finalement lavees a 2 reprises avec du PBS froid. La 
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fluorescence a ete analysee dans un cytofluorimetre FACScan (Becton-Dickinson, San 

Jose, CA) en utilisant le logiciel CELLQuest. Un minimum de 10 000 cellules ont ete 

analysees dans chaque experience. 

2.2.10 Transfections transitoires par electroporation ou par nucleofection 

Les cellules PLB-985 differences 5 jours a l'aide de 1,25% DMSO (5 x 106 

cellules/condition) ont ete lavees deux fois avec du PBS. Les cellules ont ete 

resuspendues dans 400 (Ltl d'un tampon d'electroporation standard compose d'un melange 

d'HEPES 20 mM, NaCl 137 mM, KC1 5 mM, Na2HP04 heptahydrate 0,7 mM, D-

glucose 6 mM, ajuste a pH 7,05 (Ear et a/., 2001). Le plasmide voulu (5 fig d'ADNc) 

dans du tampon d'electroporation (10 u.1) a ete melange avec les cellules et l'incubation 

pousuivie pendant 5 min a temperature ambiante. La suspension de cellules a ete placee 

dans une cuvette d'electroporation dont les electrodes etaient separees de 4 mm (BTX, 

San Diego, CA, USA). Les cellules ont ete electroporees (270 V, 960 uF) en utilisant un 

appareil Gene Pulser (Bio-Rad, Richmond, CA). Quand la technique de nucleofection a 

ete utilisee, les cellules ont ete resuspendues (5 x 106 cellules/100 u.1) dans la solution de 

Nucleofection (trousse pour les cellules dendritiques) (Amaxa Biosystems, Koln, 

Germany) contenant 5 u.g de plasmide d'interet. Les cellules ont ete incubees pendant 5 

min a temperature de la piece, transferees dans une cuvette de nucleofection dont les 

electrodes etaient separees de 2 mm (Amaxa Biosystems, Koln, Germany). Les cellules 

ont ete nucleofectees avec un instrument « nucleofector » en utilisant le parametre pre-

configure Q-01 (Amaxa Biosystems, Koln, Germany). Les cellules electroporees ou 
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nucleofectees ont ete lavees une fois avec du milieu RPMI 1640 contenant 10% FBS a 

temperature ambiante et ensuite mises en culture a 37°C dans une atmosphere de 95% 

air-5% CO2. Pour determiner l'efficacite de transfection, le vecteur pcDNA3.1 contenant 

le gene de GFP (pcDNA3.1/GFP) a ete utilise. Le pourcentage des cellules fluorescentes 

a ete analyse avec le cytofluorimetre FACScan. 

2.2.11 Essais de Luciferase 

Les cellules PLB-985 differenciees en granulocytes ont ete nucleofectees avec un 

plasmide contenant un gene rapporteur luciferase sous le controle du NF-KB (pNF-KB-

Luc) (Stratagene, La Jolla, CA, USA) ou sous le controle du promoteur de l'IL-8 (pIL8-

Luc) (Dr. Allan R. Brasier, University of Texas Medical Branch), et incubees pendant 6 

heures en presence ou en absence de stimuli. Les cellules ont ete ensuite lavees deux fois 

avec du PBS et lysees pendant 15 min dans 100 [xl de tampon de lyse (Reporter Lysis 

Buffer) provenant de Promega Corp (Madison, WI, USA). Le lysat cellulaire a subi une 

etape de gel-degel a l'azote liquide, a ete centrifuge pendant 10 min a 12000 x g, et le 

surnageant (20 \il) a ete utilise dans un essai de luciferase selon les instructions du 

manufacturier (Promega). L'activite de luciferase a ete mesuree en duplicata dans un 

luminometre Sirius (Berthold Detection Systems, Pforzheim, Germany). 

2.2.12 Mesures de la production de superoxide 

La production de superoxide par les cellules PLB-985 granulocytaires a ete 

mesuree par un essai de reduction du cytochrome c. Brievement, les cellules (1 x 106 
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cellules/ml) ont ete pre-incubees dans du PBS supplements de 5% FBS et de 100 uM de 

cytochrome c, puis ensemencees dans une plaque a 96 puits (2 x 105 cellules/puit), et 

ensuite incubees a 37°C pour differents temps en presence ou en absence de stimuli. La 

production de superoxide a ete determinee comme decrit par Yu et al, (1999) et par 

Boulven et al. (2006). 

2.2.13 Essais d'apoptose 

Les neutrophiles ont ete mis en culture (2,5 x 106 cellules par ml de RPMI + 5% 

serum autologue) en presence ou en absence des stimuli indiques sur les figures. Apres 

24 h d'incubation (37°C, 5% CO2), les cellules sont recoltees. Le protocole et les 

solutions pour la mesure de l'annexine V a la surface de la cellule sont fournis par Santa 

Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA, USA). Les neutrophiles sont laves une fois avec 

du PBS froid et une fois avec du tampon de marquage. Le culot cellulaire est ensuite 

dissous dans 250 îl de tampon de marquage et maintenu sur glace. Pour le marquage 

proprement dit, 2,5 x 105 cellules (25 |u,l de la suspension) sont deposes dans un nouveau 

tube sur glace. Par la suite, 75 ^1 de tampon de marquage contenant 2 \i\ du stock 

d'annexine V et 5 ul du stock d'iodure de propidium (PI) sont ajoutes a chaque tube. Le 

marquage se fait sur glace pendant 15 min dans le noirceur. La liaison de l'annexine V 

est arretee par l'ajout de 100 ul de PBS froid et, la detection se fait par FACScalibur en 

utilisant FL1 pour la l'annexine V-FITC et FL2 pour le PI. 
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2.3 Analyses statistiques 

Les resultats represented la moyenne des differentes experiences ± SEM. 

L'analyse statistique a ete faite a l'aide du test t non-paire. Le niveau de probabilite 

accepte comme statistiquement significatif etait de p < 0.05. 
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CHAPITRE III- RESULTATS 

SECTION 1 

EXPRESSION ET ACTIVATION NUCLEAIRE DU COMPLEXE IKK CHEZ 

LES NEUTROPHILES HUMAINS 

Cette section presente nos travaux dans le cadre de 1'expression constitutive et 

nucleaire du complexe IKK et du RelA, et de leur activation (etat de phosphorylation) en 

reponse aux deux stimuli (le TNFa ou le LPS). Ainsi que le role du NF-KB dans la 

generation inductible de certaines cytokines et chimiokines inflammatoires (le TNF-a, 

l'IL-8, le Mip-la et le Mip-ip) chez les neutrophils humains. 
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3.1.1 Role du NF-KB dans l'induction de l'expression de certaines cytokines et 

chimiokines chez les neutrophiles humains 

Les etudes effectuees chez plusieurs types cellulaires (epitheliales, monocytaires) 

ont montre que l'expression inductible de plusieurs chimiokines, comme l'IL-8, le Mip-

lp\ l'IP-10 et le MIG, dependait en grande partie de l'activation des facteurs de 

transcription appartenant a la famille de NF-KB/Rel (Mukaida et al, 1990; Mahe et al, 

1991; Yasumoto et al, 1992; Stein et Baldwin, 1993; Kunsch et al, 1994; Mukaida et 

al, 1994; Breton et Chabot-Fletcher, 1997; Kim et al, 2001; Richmond, 2002; Nemeth 

et al, 2002). Bien que la presence et l'activation du facteur de transcription NF-KB/Rel 

soient bien documentees chez les neutrophiles humains, 1'impact de l'activation de ce 

facteur de transcription sur l'expression d'un grand nombre de genes qui sont induits par 

divers stimuli dans ces cellules demeurent encore fragmentaires; en particulier, dans 

l'induction de l'expression des genes de cytokines et chimiokines (Cloutier et 

McDonald, 2003; McDonald, 2004). Nous avons alors voulu determiner le role de ce 

facteur de transcription dans l'expression inductible de certaines cytokines et 

chimiokines chez les neutrophiles humains en utilisant differents inhibiteurs 

pharmacologiques du NF-KB. NOUS avons entrepris une serie d'experiences pour 

determiner la concentration optimale des inhibiteurs du NF-KB a utiliser dans les 

neutrophiles humains. A cet egard, les neutrophiles ont ete stimules avec du LPS ou le 

TNF-a apres avoir ete pre-incubes avec des inhibiteurs du proteasome, MG-132 et MG-

262, qui empechent la degradation d'lKBa (Palombella et al, 1994; Zavrski et al, 

2005), avec le BAY 117082, qui inhibe la phosphorylation d'lKBa (Pierce et al, 1997), 
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avec les prostanoides cyclopentenones PGAi et le 15-desoxy-PGJ2, qui inhibent 

specifiquement la kinase IKK(3 (Rossi et ah, 2000), ou avec le PDTC, un antioxydant 

qui inhibe l'activation du NF-KB dans plusieurs lignees cellulaires (Schreck et ah, 

1992). Des extraits nucleaires ont ete ensuite analyses par EMS A pour determiner 

l'activite de liaison du NF-KB a l'ADN. Nous avons constate que ces inhibiteurs ont 

empeche l'activation du NF-KB de facon concentration-dependante (Figure 3.1.1 et 

donnees non presentees). En se basant sur ces resultats, nous avons choisi ces 

concentrations optimales pour les experiences ulterieures: 10 \xM pour le MG-132; 1 [iM 

pour le MG-262; 5 \xM pour le BAY 117082; 30 fxM pour le 15-desoxy-PGJ2. Dans le 

cas du PDTC, une bonne inhibition exigait que les cellules soient exposees a au moins 

300 \xM (Figure 3.LIB, panneau droit). Avec cette concentration de PDTC, cependant, 

la viabilite des neutrophiles etait diminuee d'environs 15% apres 2 heures en culture 

(resultats non montres). Par la suite, nous avons examine la consequence de 1'inhibition 

de l'activation du NF-KB sur la capacite des neutrophiles a produire des cytokines et 

chimiokines. A cette fin, les cellules ont ete pretraitees pendant 30 min avec differents 

inhibiteurs du NF-KB avant la stimulation avec le LPS ou le TNF-a, et 1'analyse 

subsequente de l'accumulation d'ARNm de certaines cytokines et chimiokines (TNFa, 

IL-8, MlP-la, MIP-1|3) a ete effectuee par RPA (ribonuclease protection assay). Nous 

avons constate que 1'inhibition du NF-KB reprimait fortement 1'expression inductible 

des genes examines, excepte que cette inhibition etait toujours moins prononcee dans le 

cas de l'expression genique de 1TL-8 (Figure 3.1.2). De la meme facon, la secretion de 

ces cytokines et chimiokines par les neutrophiles, stimules avec le TNF-a ou le LPS, a 

ete fortement reduite par les inhibiteurs du NF-KB (Figure 3.1.3). Ces resultats montrent 
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que le NF-KB est requis dans la production de plusieurs cytokines et chimiokines par les 

neutrophiles. 

MG132 MG132+LPS MG132+TNF BAY BAY+LPS BAY+TNF 

0 30 0 5 15 30 0 5 15 (JJM) 0 10 0 5 10 0 5 10 fc/M) 

!< N F - K B • 

PGA1 PGJ2 PGAUTNF PGJ2+TNF 
0 50 30 0 25 50 10 30 (pM) 

PDTC PDTC • TNF 
0 100 300 0 30 100 300 ipM) 

Figure 3.1.1 Effet de divers inhibiteurs du NF-KB sur la liaison inductible du NF-

KB a l'ADN dans les neutrophiles humains. 

Les cellules ont ete stimulees pendant 15 min avec le LPS (100 ng/ml), le TNF-a (100 

U/ml) ou le diluant a la suite d'un pretraitement de 30 min avec les concentrations 

indiquees de MG-132 ou de BAY 117082 (A) ou un pretraitement plus long (60 min) 

avec les concentrations indiquees de PGA1, 15-desoxy-PGJ2, ou de PDTC (B). Les 

extraits nucleaires ont ensuite ete prepares et analyses par EMSA en utilisant un 

oligonucleotide contenant la sequence consensus NF-KB. Les resultats sont 

representatifs de trois experiences independantes. 
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Figure 3.1.2 Effet de inhibiteurs du NF-KB sur l'expression des genes de cytokines 

et chimiokines inflammatoires chez les neutrophiles humains. 

Les neutrophiles ont ete pretraites pendant 30 min avec differents inhibiteurs du NF-KB 

(10 uM de MG-132, 5 uM de BAY 117082, 300 uM de PDTC ou 30 uM de 15-desoxy-

PGJ2) avant la stimulation de 60 min avec le LPS (100 ng/ml), le TNF-a (100 U/ml), ou 

le diluant. L'ARN total a ensuite ete extrait et analyse par le RPA (ribonuclease 

protection assay). Les resultats represented la moyenne ± SEM de trois experiences 

independantes realisees en duplicata. La signification statistique a ete determinee par un 

test t non-paire (* = p < 0.05 par rapport au stimulus; ** = p < 0.01 par rapport au 

stimulus; *** = p < 0.001 par rapport au stimulus). 
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Figure 3.1.3 Effet des inhibiteurs du NF-KB sur la secretion de cytokines et 

chimiokines inflammatoires chez les neutrophiles humains. 

Les neutrophiles ont ete pretraites pendant 30 min avec differents inhibiteurs du NF-KB 

(10 \xM MG-132, 5 uM BAY 117082, 300 uM PDTC ou 30 uM 15-desoxy-PGJ2) avant 

une stimulation de 5 h avec le LPS (100 ng/ml), le TNF-a (100 U/ml), ou le diluant. Les 

surnageants ont ensuite ete recueillis et analyses par ELISA. Les resultats represented la 

moyenne ± SEM de cinq experiences independantes realisees en duplicata. La 

signification statistique a ete determinee par un test t non-paire (** = p < 0.01 par 

rapport au stimulus; *** = p < 0.001 par rapport au stimulus). 
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3.1.2 Expression et distribution des isoformes du complexe IKK chez les 

neutrophiles humains 

L'activation de cellules (autre que les neutrophiles humains) par divers stimuli, 

comme le TNF-a ou le LPS, semble induire la phosphorylation et l'activation d'un 

groupe de kinases nominees IKKs (IKB kinases) qui phosphorylent les IKBS, notamment 

IKBCI. En effet, une stimulation des neutrophiles entraine une phosphorylation et une 

degradation de IKBO. (McDonald et al., 1997 et 1998). Or, cette degradation inductible 

d'lKBa a lieu a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des neutrophiles (Vancurova 

et al., 2001; Castro-Alcaraz et al., 2002 et nos donnees non publiees). C'est pourquoi 

nous avons examine si des composants en amont d'lKBa sont localises dans ces deux 

compartiments cellulaires. Dans ce dessein, des fractions cytoplasmiques et nucleaires 

de neutrophiles au repos ont ete preparees par la methode de cavitation a l'azote. Cette 

procedure permet d'obtenir des fractions nucleaires et cytoplasmiques exemptes de 

contamination croisee et de mieux preserver les proteines qui sont facilement degradees 

par une lyse avec detergent (McDonald et al. 1997 et 1998). Les lysats cellulaires ont ete 

analyses par immunobuvardage de type western en utilisant des anticorps specifiques 

contre les differents isoformes de IKK. A titre de comparaison, des fractions des cellules 

mononuclees de sang peripherique (PBMCs) autologues ont ete egalement preparees et 

analysees en parallele. La figure 3.1.4A montre que, dans les neutrophiles, les trois sous-

unites du complexe IKK (IKKa, IKK(3, et IKKy) se retrouvent a la fois dans les 

compartiments cytoplasmique et nucleaire, alors que ces trois isoformes sont strictement 

cytoplasmiques dans les PBMCs autologues. Les neutrophiles expriment aussi une 
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kinase apparentee a IKK, appelee IKKe ou IKKi, cependant cette derniere ne se retrouve 

que dans les fractions cytoplasmiques (Figure 3.1.4A). La detection inattendue de 

plusieurs isoformes de IKK dans le noyau des neutrophiles nous a incite a nous assurer 

de la purete de nos fractions subcellulaires. Nous avons done analyse ces fractions pour 

la presence de marqueurs nucleaires et cytoplasmiques. Tel qu'illustre dans la figure 

3.1.4B, des proteines etant connues pour se retrouver uniquement dans le cytosol, telles 

que la lactate dehydrogenase (LDH) et la leucotriene A4 hydrolase (LTAH) (Radmark 

et al., 1984), ont ete en effet detectees exclusivement dans ces fractions. Inversement, la 

proteine activatrice de la 5-lipoxygenase (FLAP), qui se trouve dans l'enveloppe 

nucleaire des neutrophiles (Woods et al., 1993), est presente uniquement dans les 

fractions nucleaires (Figure 3.1.4B). De la meme facon, la proteine histone H3 est 

exclusivement nucleaire (Figure 3.1.4B). Ainsi, nos fractions nucleaires et 

cytoplasmiques sont raisonnablement exemptes de la contamination croisee. Ceci est en 

accord avec des etudes precedentes qui ont utilise des procedures de fractionnement 

cellulaire semblables (Pouliot et al., 1996; McDonald et al. 1997). 
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Figure 3.1.4 Expression des isoformes du complexe IKK chez les neutrophiles 

humains et les PBMCs. 

A, les neutrophiles (pmn) fraichement isoles et les PBMCs autologues ont ete lyses par 

cavitation a l'azote et les fractions cytoplasmiques et nucleaires ont ete analysees par 

immunobuvardage de type western en utilisant des anticorps specifiques contre les 

differents isoformes des IKKs. Un volume equivalent a 0,5 x 106 cellules a ete charge 

par piste sur le gel. B, les fractions subcellulars des neutrophiles de trois differents 

donneurs ont ete analysees pour la presence de marqueurs cytoplasmiques, la lactate 

dehydrogenase (LDH) et la leucotriene A4 hydrolase (LTAH), ou de marqueurs 

nucleaires, la proteine activatrice de la 5-lipoxygenase (FLAP) et la proteine hi stone H3 

(HH3). Les resultats sont representatifs de quatre experiences independantes. 
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Figure 3.1.5 Expression des isoformes du complexe IKK chez les neutrophiles 

humains actives. 

A et B, les neutrophiles ont ete stimules jusqu'a 180 min avec le TNF-a (100 U/ml) ou le 

LPS (100 ng/ml) avant le fractionnement et, l'analyse des fractions cytoplasmiques et 

nucleaires a ete faite par immunobuvardage de type western (17 ug/piste pour des 

fractions cytoplasmique, ce qui represente 0,5 x 106 equivalents de cellules, et 24 

(ig/piste pour les fractions nucleaires, representant 1 x 106 equivalents de cellules). C, 

les neutrophiles ont ete pretraites pendant 30 min avec 20 Lig/ml de cycloheximide 

(CHX), 15 nMde MG-132, ou leur diluant (DMSO, 0,2% v/v concentration finale) 

avant la stimulation avec le TNF-a (100 U/ml) pour differents temps. Les cellules ont 

ensuite ete lysees par la methode de cavitation a l'azote et les cavitats ont ete analyses 

par immunobuvardage de type western (25 (ig/piste, representant 0,4 x 106 equivalents 

de cellules). Les resultats sont representatifs de trois experiences independantes. 
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La stimulation des neutrophiles avec des inducteurs du NF-KB comme le TNF-a 

ou le LPS n'a pas d'incidence sur la repartition subcellulaire de divers isoformes de IKK 

(Figure 3.1.5A, et donnees non presentees). A notre surprise, le niveau d'expression 

cytoplasmique et nucleaire de IKKa diminue considerablement suite a une stimulation 

des neutrophiles avec le TNF-a ou avec le LPS (Figure 3.1.5A, et donnees non 

presentees). Ce phenomene est generalement detectable en 10 min (Figure 3.1.5A), et 

encore plus marque entre 30 et 90 min (Figure 3.1.5, A et B). Ce phenomene est 

transitoire parce que le niveau d'expression de IKKa revient generalement a l'etat basal 

apres 2 ou 3 heures de stimulation (Figure 3.1.5B, et donnees non presentees). Afin de 

determiner si la perte de IKKa etait due a la degradation proteolytique, les neutrophiles 

ont ete pretraites avec un inhibiteur du proteasome (le MG-132) avant la stimulation; 

alternativement, les cellules ont ete pretraitees avec la cycloheximide pour determiner si 

la reapparition de IKKa reflete la synthese proteique de novo. Tel que montre a la figure 

3.1.5C, le MG-132 empeche partiellement la perte dTKKa a 45 min post-stimulation 

(piste 2 vs l'avant-derniere), mais cet effet n'est plus evident au moment ou la proteine 

IKKa reapparait (c'est-a-dire, en 90 min dans une experience representative). Une 

inhibition partielle de la perte de IKKa par le MG-132 a egalement ete observee dans les 

neutrophiles stimules pendant 30 min (donnees non presentees). Par comparaison, le 

MG-132 a totalement empeche la degradation de Ixfia, un processus connu pour etre 

fait par le proteasome, a tous les temps examines (Figure 3.1.5C). Ainsi, l'inhibition 

partielle de la disparition dTKKa par le MG-132 n'est pas imputable a une inhibition 

incomplete du proteasome, et indique en outre qu'en plus du proteasome, d'autres 

mecanismes sont impliques dans la perte inductible de IKKa. Des resultats semblables 
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ont ete obtenus en utilisant un autre inhibiteur du proteasome, le MG-262 (donnees non 

presentees). La figure 3.1.5C montre egalement que la cycloheximide a entrave la 

reexpression de IKKa a plus longue duree, alors qu'elle empeche presque completement 

celle d'lKBa, ce qui indique un role potentiel de la synthese proteique de novo dans ce 

processus. Contrairement a IKKa, le niveau d'expression de IKK(3 ou IKKy n'est pas 

affecte par la cycloheximide meme jusqu'a 4 heures de stimulation, que ce soit dans des 

cellules au repos ou activees, ce qui indique une longue demi-vie pour ces deux 

isoformes (Figure 3.1.5C, et donnees non presentees). Dans les neutrophiles au repos, le 

niveau d'expression d'IKKa etait egalement inchange par la cycloheximide, meme 

jusqu'a 4 heures d'incubation (donnees non presentees), ce qui suggere egalement une 

longue demi-vie pour IKKa (a condition que les cellules ne soient pas activees). 

3.1.3 Phosphorylation inductible des isoformes du complexe IKK et de RelA chez 

les neutrophiles humains 

Bien que les bases moleculaires de l'activation du complexe IKK ne soient pas 

encore totalement elucidees, l'activation de ce complexe est dependante de sa 

phosphorylation parce qu'un traitement a la phosphatase d'un complexe IKK, purifiee a 

partir des cellules activees, reduit son activite (DiDonato et ah, 1997; Prajapati et ah, 

2004). Nous avons done cherche a savoir si le complexe IKK est active suite a la 

stimulation des neutrophiles. A cette fin, nous avons examine l'etat de phosphorylation 

des sous-unites individuelles de IKK, ainsi que la phosphorylation et la degradation du 

substrat principal d'IKK, e'est-a-dire la proteine IicBa. Nous avons egalement examine 
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si un autre substrat d'IKK, comme la proteine RelA (Sakurai et al, 1999), est 

phosphoryle suite a l'activation cellulaire. Pour ce faire, les lysats cellulaires ont ete 

analyses par immunobuvardage de type Western en utilisant des anticorps reconnaissant 

la forme phosphorylee d'IKKa/(3 ou de RelA (Ser536). Tel qu'illustre a la figure 3.1.6A, 

l'exposition des neutrophiles au LPS entraine une phosphorylation rapide et transitoire 

de ce qui semble etre les deux kinases IKKa (bande inferieure) et IKK(3 (bande 

superieure), a la fois dans le cytoplasme et le noyau. Cette phosphorylation atteint son 

maximum en 10 min et diminue ensuite progressivement, avec un retour au niveau basal 

en 90 min (Figure 3.1.6A, et donnees non presentees). La phosphorylation de la bande 

superieure a toujours ete beaucoup plus forte que celle de la bande inferieure, ce qui a 

initialement suggere que la kinase IKK|3 etait beaucoup plus phosphorylee que la kinase 

IKKa. Toutefois, bien que l'anticorps utilise reconnaisse les deux isoformes d'IKK, et 

quoique le patron des bandes corresponde au profil attendu dTKKa et d'IKK|3 

phosphorylees, l'immunodepletion de IKKa des extraits proteiques n'a pas affecte la 

detection de ces deux bandes (donnees non presentees). Ceci suggere que les deux 

bandes de proteines reconnues par notre anticorps a double specificite (anti-pIKKa/(3) 

doivent principalement representer la kinase IKK(3. Par la suite, la disponibilite d'un 

anticorps specifique pour la forme phosphorylee d'IKK|3 a revele le meme patron de 

bandes (que ce soit ce dernier anticorps ou si celui qui est a double specificite est utilise) 

(Figure 3.1.6B). Ainsi, il semble que le LPS induit fortement la phosphorylation 

d'IKK(3, mais pas celle d'IKKa. La figure 3.1.6A montre egalement que LPS induit la 

phosphorylation dTKKy, d'lKBa, et de RelA; la encore, ces deux phenomenes ont lieu a 

la fois dans le noyau et le cytoplasme. Lorsque les neutrophiles ont ete stimules avec le 
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TNF-a, au lieu du LPS, un patron tres similaire a ete observe (Figure 3.1.6C), ce qui est 

en accord avec le fait que ces deux stimuli affectent la cascade NF-KB/IKB de la meme 

facon dans les neutrophiles (McDonald et al, 1997 et 1998). 
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Figure 3.1.6 Phosphorylation inductible des isoformes du complexe IKK et de 

RelA chez les neutrophiles humains. 

A et C, les neutrophiles ont ete stimules jusqu'a 60 min avec le LPS (100 ng/ml) ou le 

TNF-a (100 U/ml) avant le fractionnement et l'analyse des fractions cytoplasmiques et 

nucleaires par immunobuvardage de type western (24 |ag/piste pour des fractions 

cytoplasmique, ce qui represente 0,7 x 106 equivalents de cellules, et 30 ug/piste pour 

les fractions nucleaires, representant 1,2 x 106 equivalents de cellules). B, les 

neutrophiles ont ete stimules pendant 15 min avec le LPS (100 ng/ml) ou son diluant 

(RPMI 1640) avant d'etre lyses par la methode de cavitation a l'azote. Les fractions 

cytoplasmiques ont ete migrees en duplicata sur le meme gel (20 (ig/piste), et ensuite 

analysees par immunobuvardage de type western en utilisant des anticorps anti-phospho 

IKKa/(3 ou anti-phospho IKK|3. Les resultats sont representatifs de trois experiences (A 

et C) ou de deux experiences (B). 
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3.1.4 Navette entre le noyau et le cytoplasme des divers composants de la cascade 

IKK/IKB chez les neutrophiles humains 

La presence des isoformes de IKK, de RelA et de IKBCC a la fois dans le noyau et 

le cytoplasme des neutrophiles nous a conduit a examiner si certaines de ces proteines 

font la navette entre ces deux compartiments cellulaires, tel que rapporte dans la 

litterature pour d'autres types cellulaires (Rodriguez et ah, 1999; Carlotti et ah, 2000; 

Birbach et ah, 2002). Les neutrophiles ont done ete incubes en presence ou en absence 

de la leptomycine B (un inhibiteur des exportations nucleaires), avant d'etre stimules 

pendant 4 h avec le LPS ou le TNF-a. La leptomycine B est un anti-fongique qui lie la 

proteine Crml et interfere dans 1'association de cette derniere avec les proteines ay ant la 

sequence d'exportation nucleaire (NES), ce qui bloque leur exportation (Kudo, 1998). 

Les fractions cytoplasmiques et nucleaires ont ete analysees par immunobuvardage de 

type western pour examiner tout changement de localisation de divers composants de la 

voie de signalisation du NF-KB. Tel qu'illustre a la figure 3.1.7A, une preincubation en 

presence de leptomycine B n'a pas affecte la distribution cellulaire des trois principaux 

isoformes de IKK au repos ou lorsque les cellules sont activees, ce qui indique qu'ils ne 

font pas la navette entre le noyau et le cytoplasme. En revanche, la leptomycine B a 

entraine une accumulation moderee de IKBCC et de RelA dans le noyau des neutrophiles 

stimules avec le LPS ou le TNF-a pendant 4 heures (Figure 3.1.7A). Dans les cellules au 

repos, un changement semblable de la distribution de IKBCC et de RelA n'a pas ete 

observe au bout de 4 heures de culture en presence de la leptomycine B, mais ce 

changement etait detectable apres 8 heures d'incubation (Figure 3.1.7A), ce qui indique 
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un tres faible mouvement des proteines IKBCI et RelA dans les neutrophiles non-

stimules. Afin de determiner si la leptomycine B peut causer une accumulation des 

proteines IKBCI et RelA dans le noyau de neutrophiles actives par des mecanismes autres 

que des interferences avec l'exportation nucleaire, nous avons effectue des experiences a 

des temps de stimulation plus courts, c'est-a-dire dans des conditions ou la navette n'est 

pas detectable. Comme montree dans la figure 3.1.7B, la leptomycine B a retarde (ou 

plutot partiellement empechee) la degradation inductible a la fois nucleaire et 

cytoplasmique d'lKBa. Cela reflete probablement un effet sur la proteolyse d'lKBa, car 

la phosphorylation inductible de IKK(3 ou de IKBCI elle-meme n'a pas ete affectee par le 

traitement avec la leptomycine B (Figure 3.1.7B, et resultats non montres). Ainsi, la 

leptomycine B semble affecter la cascade de NF-KB en agissant sur bien plus que 

l'inhibition de l'exportation nucleaire. 
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Figure 3.1.7 Navette entre le noyau et le cytoplasme des divers composants de la 

cascade IKK/IKB chez les neutrophiles humains. 

Les neutrophiles ont ete pretraites pendant 60 min avec 20 nM de leptomycine B (LMB) 

ou son diluant (DMSO, 0,2% v/v concentration finale) et ensuite cultives jusqu'a 8 h en 

presence ou en absence de LPS (100 ng/ml) ou de TNF-a (100 U/ml). Les cellules ont 

ensuite ete lysees par la methode de cavitation a l'azote et les fractions cytoplasmiques et 

nucleaires ont ete analysees par immunobuvardage de type western (22 ug/piste pour des 

fractions cytoplasmiques, ce qui represente 0,6 x 106 equivalents de cellules, et 30 

|j.g/piste pour les fractions nucleaires, representant 1,2 x 106 equivalents de cellules). Les 

resultats sont representatifs de trois experiences. 
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3.1.5 Des kinases en amont du complexe IKK chez les neutrophiles humains 

II a ete rapporte que les kinases NIK et TBK-1 (ou NAK) peuvent exercer leur 

activite en amont du complexe IKK (Malinin et al, 1997; Woronicz et al, 1997; Tojima 

et al., 2000). Nous avons done voulu determiner si ces deux kinases sont exprimees dans 

les neutrophiles humains. A cet effet, des lysats de neutrophiles ont ete analyses par 

immunobuvardage de type western en utilisant des anticorps anti-NIK et anti-TBK-1. En 

comparaison avec les PBMCs autologues, les neutrophiles expriment faiblement la 

kinase NIK mais beaucoup plus la kinase TBK-1 (Figure 3.1.8A). La kinase NIK se 

trouve strictement dans le noyau des neutrophiles au repos, alors que la TBK-1 est plutot 

cytoplasmique (Figure 3.1.8B). Nous avons egalement constate que la distribution 

cellulaire de ces deux kinases demeure inchangee suite a la stimulation des neutrophiles 

avec le LPS ou le TNF-a (Figure 3.1.8B, et resultats non montres). Afin de devoiler 

l'identite d'autre(s) kinase (s) ou voie(s) de signalisation impliquee(s) dans l'activation 

du complexe IKK, plusieurs inhibiteurs pharmacologiques ont ete utilises. Les 

neutrophiles ont ete pretraites avec des inhibiteurs de p38 MAPK (SB 203580), de 

MEK/ERK (PD 98059), de JNK (SP-600125), de caseine kinase II (CKII), de PI3K (LY 

294202 ou Wortmanin), de PKA (H89), ou avec des prostaglandines contenant un 

groupement cyclopentenone etant connus pour inhiber 1'activite de IKK (15-desoxy-

PGJ2), avant la stimulation avec le LPS ou le TNF-a pendant 15 min. Les lysats totaux 

par cavitation a 1'azote ont ete ensuite analyses par immunobuvardage de type Western. 

Dans la figure 3.1.9 pour les cellules traitees avec le LPS, aucun inhibiteur, sauf la 15-

desoxy-PGJ2, n'a altere significativement le niveau de phosphorylation des diverses 
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sous-unite de IKK, de RelA, ou de la degradation d'lKBa. En effet, la 15-desoxy-PGJ2 

(a la difference de PGE2) empeche en grande partie la phosphorylation de IKK(3 et la 

degradation d'lKBa, alors que la phosphorylation de RelA et de IKKy est legerement 

affectee (Figure 3.1.9 et donnees non montrees). Fait interessant, nous avons egalement 

constate que la 15-desoxy-PGJ2 a considerablement entrave la perte inductible d'IKKa 

(Figure 3.1.9B), indiquant un role de l'activation de IKK(3 dans ce processus. Des 

resultats presque identiques ont ete obtenus quand les fractions cytoplasmiques et 

nucleaires ont ete examinees, ou lorsque le TNFa a ete utilise a la place de LPS 

(donnees non presentees). Cet effet de la 15-desoxy-PGJ2 est en accord avec sa capacite 

a inactiver l'activite de IKK|3 par une modification directe de la cysteine 179 de IKK(3 

(Rossi et ah, 2000). Ces resultats sont en accord avec l'etude de Ward et al., (2002) 

montrant que la 15-desoxy-PGJ2 empeche la degradation de IKBCI chez les neutrophiles 

humains. 
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Figure 3.1.8 Expression des kinases en amont du complexe IKK chez les 

neutrophiles humains au repos et actives. 

A, les neutrophiles fraichement isoles (deux differents donneurs) et les PBMCs 

autologues ont ete lyses par la methode de cavitation a l'azote et les cavitats (0,75 x 106 

equivalents de cellules) ont ete analyses par immunobuvardage de type western. B, les 

neutrophiles ont ete stimules jusqu'a 60 min avec le LPS (100 ng/ml) et ensuite ete lyses 

par la methode de cavitation a l'azote. Les fractions cytoplasmiques et nucleaires ont ete 

analysees par immunobuvardage de type western (16 ug/piste pour les fractions du 

cytoplasme, ce qui represente 0,5 x 106 equivalents de cellules, et 24 ug/piste pour les 

fractions nucleaires, representant 1 x 10 equivalents de cellules). Les resultats sont 

representatifs de trois experiences. 
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Figure 3.1.9 Effet des inhibiteurs de differentes voies de signalisation sur 

P activation d'IKK et sur la phosphorylation de RelA chez les 

neutrophils humains. 

Les neutrophiles ont ete pretraites pendant 60 min avec 3 uM de SB 203580 (SB, un 

inhibiteur de p38 MAPK), 20 uM de PD 98059 (PD, un inhibiteur de MEK), 20 uM de 

SP-600125 (SP, un inhibiteur de JNK), 15 uM de 6-dichloro-l-a-D-

ribofuranosylbenzimidazole (CKII, un inhibiteur de la caseine kinase II), 25 uM de 

PGE2 (PGE2), avec des inhibiteurs de PI3K (20 uM de LY-294202 ou 200 nM de 

wortmannin; LY et wort), avec 20 uM de H89 ( un inhibiteur de PKA) et, fmalement, 

avec 30 (J.M de 15-deoxy-PGJ2 (PGJ2, un inhibiteur de IKK|3), avant la stimulation avec 

le LPS (100 ng/ml) pour 15 min. Les cellules ont ensuite ete lysees par la methode de 

cavitation a l'azote et les cavitats ont ete analyses par immunobuvardage de type western 

(25 ug/piste, representant 0,4 x 106 equivalents de cellules). Les resultats sont 

representatifs de trois experiences. 
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3.1.6 Association a la chromatine des isoformes du complexe IKK dans les 

neutrophils actives 

Certaines evidences revelent que diverses sous-unites du complexe IKK, en plus 

d'exercer des activites dans le cytoplasme, peuvent migrer dans le noyau et s'associer a 

la chromatine pour reguler de nombreux aspects de l'expression de genes qui sont 

dependants ou independants du NF-KB (Birbach et al, 2002; Yamamoto et al, 2003; 

Anest et al., 2003; Massa et al., 2005). Puisque les neutrophiles expriment 

constitutivement ces proteines dans le noyau, nous avons cherche a savoir si les sous-

unites du complexe IKK pouvaient s'associer de facon basale ou inductible a la 

chromatine dans ces cellules. A cette fin, des fractions nucleaires de neutrophiles 

stimules ou au repos ont ete traitees de differentes facons. Pour determiner si les sous-

unites du complexe IKK se lient a la chromatine, de la meme facon que les proteines 

NF-KB/Rel, les noyaux des neutrophiles ont ete extrait (dans un tampon contenant 400 

mM NaCl) dans le but d'obtenir les memes extraits nucleaires que ceux qui sont 

generalement utilises pour les analyses EMSA. En parallele, les noyaux des neutrophiles 

ont ete deliberement lyses dans un tampon a haute concentration de sel (800 mM NaCl) 

afin de verifier si l'efficacite d'extraction des IKKs pouvait etre amelioree par une haute 

concentration du sel. Dans une demarche plus agressive, les noyaux des neutrophiles ont 

ete lyses par sonication, une procedure etant connue pour cisailler la chromatine et pour 

desorganiser les membranes nucleaires, et utilisee par Anest et ah, (2003) pour mettre en 

evidence l'association d'IKKs avec la chromatine. Tel que montre a la figure 3.1.10A, 

seule cette derniere procedure a permis une dissociation partielle de proteines du 
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complexe IKK a partir de noyaux isoles des neutrophiles; fait important encore, cela ne 

s'est produit que dans des cellules stimulees. Ces resultats constituent done une preuve 

indirecte de l'association inductible du complexe IKK avec la chromatine dans les 

neutrophiles actives. Puisqu'il a ete montre que IKKa pouvait phosphoryler la proteine 

histone H3 sur la serine 10 (Anest et ah, 2003), nous avons cherche a definir si 

l'inhibition de l'activite d'IKK par la 15-desoxy-PGJ2 affecterait la phosphorylation 

d'histone H3. De facon inattendue, nous avons constate que la proteine histone H3 etait 

fortement phosphorylee dans les neutrophiles au repos, et que cette phosphorylation 

n'etait pas significativement modulable par la stimulation des neutrophiles avec le LPS 

ou le TNF-a, meme jusqu'a 60 min d'incubation (Figure 3.1.1 OB). De la meme facon, la 

15-desoxy-PGJ2 n'a pas eu d'effet sur la phosphorylation constitutive d'histone H3 dans 

les neutrophiles actives ou au repos (Figure 3.1.IOC). Bien que ces resultats n'excluent 

pas un role nucleaire pour des complexes IKKs lies a la chromatine dans les neutrophiles 

humains, ils indiquent que la proteine histone H3 n'est probablement pas une cible du 

complexe IKK active dans ces cellules. 
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Figure 3.1.10 Association a la chromatine des isoformes du complexe IKK dans les 

neutrophiles humains actives. 

A, les neutrophiles ont ete incubes en absence ou en presence du TNF-a (100 U/ml) 

pendant 15 min et ont ete lysees par une methode de cavitation a l'azote. Les fractions 

nucleaires ont ete traitees de trois facons differentes. Certains noyaux ont ete soumis a 

l'extraction comme dans un protocole de EMSA (c'est-a-dire, 400 mM NaCl pendant 20 

min sur la glace, avant la centrifugation a grande vitesse; extraction nucleaire), 

produisant des extraits nucleaires (piste 1) ou des noyaux residuels (post-extraction) 

(piste 2). Certains noyaux ont ete plutot deliberement lyses (lyse nucleaire) par 

l'incubation dans 800 mM NaCl pendant 20 min avant la centrifugation, produisant les 

lysats nucleaires (piste 3) et les culots correspondants (piste 4). D'autre part, certains 

noyaux ont ete lyses par sonication (sonication nucleaire) avant la centrifugation a 

grande vitesse, produisant des «nuclear sonicates» (piste 5) et des culots 

correspondants (piste 6). Toutes ces fractions ont ensuite ete analysees par 
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immunobuvardage de type western (1,5 x 106 equivalents de cellules/piste). B, les 

neutrophils ont ete stimules avec le LPS (100 ng/ml) ou le TNF-a (100 U/ml) pour 

differents temps et ensuite ete lyses par une methode de cavitation a l'azote. Les cavitats 

(0,6 x 106 equivalents de cellules) ont ete analyses par immunobuvardage de type 

western en utilisant un anticorps anti-phospho-histone H3 (phospho-HH3). C, les 

neutrophiles ont ete pretraites pendant 60 min en presence ou en absence de 30 uM de 

15-desoxy-PGJ2 (PGJ2) avant d'etre stimules avec le LPS pour 15 min. Les cellules ont 

ensuite ete lyses par la methode de cavitation a l'azote et les fractions nucleaires ont ete 

analysees par immunobuvardage de type western (0,4 x 106 equivalents de cellules) en 

utilisant un anticorps anti-phospho-histone H3. Les resultats sont representatifs de trois 

experiences. 



CHAPITRE III- RESULT ATS 

SECTION 2 

IMPLICATION DE LA KINASE TAK1 DANS L'ACTIVATION DU 

COMPLEXE IKK CHEZ LES NEUTROPHILES HUMAINS 

Cette section presente nos travaux portant sur le role de la proteine kinase TAK1 dans 

l'activation cytoplasmique et nucleaire du complexe IKK et du NF-KB, et dans les 

reponses cellulaires (comme la production de certaines cytokines et chimiokines) en 

reponse au TNFa ou au LPS. 
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3.2.1 Expression et distribution de la kinase TAK1 et de ses proteines associees 

(TAB1 et TAB2) chez les neutrophiles humains 

Plusieurs MAP3Ks jouent un role de premier plan dans l'activation de NF-KB 

(Ghosh et Karin, 2002; Bonnizi et Karin, 2004). Parmi celles-ci, la kinase TAK1, en 

concert avec TAB1 et TAB2, s'est revelee la plus prometteuse dans l'activation du 

complexe IKK chez la plupart des cellules autres que les neutrophiles humains (Sakurai 

et al., 1999; Wang et al., 2001; Takaesu et al., 2003). Nos resultats precedents (voir 

section 1) ont montre que les trois principales sous-unites formant le complexe IKK 

(IKKcc, IKK(3, et IKKy) sont distributes dans les compartiments cytoplasmiques et 

nucleaires des neutrophiles humains. Cela nous a incite a determiner si la kinase TAK1 

et les proteines associees a celle-ci, TAB1 et TAB2, sont exprimees dans les 

neutrophiles et a trouver leur localisation cellulaire. A cet effet, des fractions 

cytoplasmiques et nucleaires de neutrophiles au repos ont ete analysees par 

immunobuvardage de type western. Nous avons constate que la kinase TAK1 et les 

proteines TAB1 et TAB2 se localisaient a la fois dans le cytoplasme et le noyau dans les 

neutrophiles humains, alors qu'elles etaient strictement cytoplasmiques dans les PBMC 

(Figure 3.2.1 A). La purete de nos fractions subcellulars (Figure 3.2.IB) a ete verifiee 

par la presence de marqueurs nucleaires et cytoplasmiques, tel que nous 1'avons decript 

precedemment. 

La stimulation des neutrophiles par le TNF-a ou le LPS n'a pas d'incidence sur la 

compartimentalisation de la kinase TAK1 (Figure 3.2.1C). De facon semblable, le 
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niveau d'expression de TAK1 n'est pas affecte par un traitement a la cycloheximide, et 

ce aussi bien dans des cellules au repos que celles activees (Figure 3.2.ID). Ce resultat 

nous donne une indication de la longue demi-vie de cette kinase. Par comparaison, la 

proteine IKBCX, tel que precedement observe, a ete rapidement degradee dans les cellules 

au repos lorsque la synthese des proteines est bloquee, et sa synthese de novo suite a une 

stimulation avec le TNF-a ou le LPS a egalement ete bloquee par la cycloheximide 

(Figure 3.2.ID). Ainsi, le cycle de vie d'lKBa est rapide, alors que le niveau 

d'expression de TAK1 est tres stable. 
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Figure 3.2.1 Expression, distribution et stabilite de la kinase TAK1 et des 

proteines TAB1 et TAB2 chez les neutrophiles humains et les PBMC. 

A, les neutrophiles (PMN) et les PBMC autologues ont ete lyses par cavitation a l'azote, 

et les fractions cytoplasmiques et nucleaires ont ete analysees par immunobuvardage de 

type western en utilisant des anticorps specifiques contre la TAK1, la TAB1 et la TAB2 

(un volume equivalent a 0,5 x 106 cellules a ete charge par piste sur le gel.). B, les 

fractions subcellulaires des neutrophiles de trois differents donneurs ont ete analysees 

par immunobuvardage de type western pour la presence de marqueurs cytoplasmiques, 

la lactate dehydrogenase (LDH) et la leucotriene A4 hydrolase (LTAH), ou de 

marqueurs nucleaires, la proteine histone H3 (HH3). C, les neutrophiles ont ete stimules 

avec le TNF-a(100 U/ml) ou le LPS (100 ng/ml) pour les differents temps, et les 

fractions subcellulaires ont ete analysees par immunobuvardage de type western pour la 
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presence de TAK1. D, les cellules ont ete pretraitees pendant 30 min en absence ou en 

presence de 20 (ig/ml de cycloheximide (CHX) avant la stimulation avec le LPS (100 

ng/ml) ou le TNF-a (100 U/ml) pour les differents temps indiques. Les cavitats ont ete 

ensuite analyses par immunobuvardage de type western pour la presence de TAK1 et 

d'lKB-a. Les resultats sont representatifs de trois experiences. 
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3.2.2 Association de la kinase TAK1 avec les proteines TAB1 et TAB2 ou avec les 

kinases IKKa/0 chez les neutrophiles humains 

II a ete montre que la kinase TAK1 peut interagir avec les proteines TAB1 et 

TAB2 ou avec le complexe kinase IKKa/|3 dans des systemes de leur surexpression ou 

suite a une stimulation des cellules par l'IL-1 ou le TNF-a (Shibuya et al., 1996; 

Takaesu et al., 2000; Sakurai et al., 1999; Wang et al, 2001; Takaesu et al, 2003). Pour 

determiner si ces phenomenes se produisent egalement dans les neutrophiles humains, 

ces derniers ont ete stimules avec le TNF-a ou le LPS pour divers intervalles de temps et 

les lysats cellulaires ont ete immunoprecipites avec un anticorps murin anti-TAKl. Le 

complexe immunoprecipite a ete ensuite analyse par immunobuvardage de type western 

en utilisant des anticorps de lapin anti-TABl, anti-TAB2, anti-IKKa/(3, ou anti-TAKl 

(en prenant un anticorps different de celui utilise pour l'immunoprecipitation). Tel que 

montre a la figure 3.2.2, la kinase TAK1 est associee de facon constitutive aux proteines 

TAB1 et TAB2, ainsi qu'au complexe IKKa/(3 dans les neutrophiles au repos. Cette 

interaction demeure inchangee suite au traitement des neutrophiles avec le TNF-a ou le 

LPS (Figure 3.2.2). Des resultats similaires ont ete obtenus lorsque les lysats cellulaires 

ont ete immunoprecipites avec un anticorps IKKa/(3 et reveles avec un anti-TAKl 

(donnees non presentees). Ceci suggere que dans les neutrophiles humains, il n'est pas 

necessaire d'avoir un recrutement inductible de la kinase TAK1 a un complexe 

multimerique contenant les sous-unites IKKa/p et/ou les isoformes TAB 1 et TAB2 pour 

1'activation de NF-KB, contrairement a ce qui est observe pour d'autres types cellulaires 

(Sakurai et al, 1999). 
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Figure 3.2.2 Association de TAK1 avec TAB1, TAB2, et IKKa/p* dans les 

neutrophiles humains. 

A, les cellules ont ete stimulees a l'aide de LPS (100 ng/ml) ou de TNF-a (100 U/ml) 

pour les temps indiques. Les lysats correspondants ont ete ensuite immunoprecipites 

avec un anticorps murin anti-TAKl, et les produits d'immunoprecipitation ont ete 

analyses par immunobuvardage de type western en utilisant un anticorps de lapin anti-

IKKa/p. La membrane a ete ensuite rehybridee avec un anticorps de lapin anti-TAKl 

pour verifier la quantite de proteines chargees sur le gel. B, les memes produits 

d'immunoprecipitation ont ete analyses par immunobuvardage de type western en 

utilisant un anticorps de lapin anti-TABl, et la membrane a ete ensuite rehybridee avec 

un anticorps de chevre anti-TAB2. Les resultats sont representatifs de trois experiences. 



121 

3.2.3 Activation et inhibition de la kinase TAK1 chez les neutrophils humains 

Nous avons ensuite cherche a savoir si la kinase TAK1 est activee suite a la 

stimulation des neutrophiles. A cette fin, des neutrophiles ont ete stimules a l'aide de 

TNF-a ou de LPS pour divers courts intervalles de temps pour tenir compte de la 

cinetique rapide d'activation des MAP3Ks (Avdi et ai, 1996 et 1997). Les lysats 

cellulaires ont ete immunoprecipites avec un anticorps anti-TAKl, et l'activite de la 

kinase TAK1 a ete determined par un essai de kinase en utilisant la proteine MBP 

comme substrat. Nous avons observe que le niveau de phosphorylation de la proteine 

MBP par la TAK1 immunoprecipitee etait fortement augmente suite a une stimulation 

avec le TNF-a ou le LPS (Figure 3.2.3A). L'activation de la kinase TAK1 etait rapide et 

transitoire : un sommet en 5 min et une diminution rapide par la suite. Ainsi, la TAK1 

est activee avec une cinetique rapide dans les neutrophiles humains. 

Pour definir le role de l'activation de TAK1 dans les processus de signalisation 

en aval, nous avons cherche a inhiber son activite kinase. A cet egard, le 5z-7-

oxozeaenol a ete rapporte comme etant un inhibiteur hautement selectif de la kinase 

TAK1, dans la mesure ou il bloque l'activite de TAK1 sans avoir d'incidences 

significatives sur les activites d'autres MAP3Ks comme MEKK1 ou ASK-1 (Ninomiya-

Tsuji et al., 2003). Afin de determiner la concentration de 5z-7-oxozeaenol necessaire 

pour inhiber efficacement l'activite kinase de TAK1 dans les neutrophiles humains, les 

cellules ont ete preincubees pendant 30 min avec des concentrations croissantes de 5z-7-

oxozeaenol avant la stimulation avec le TNF-a. Les lysats cellulaires ont ete 
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immunoprecipites avec des anticorps reconnaissants la kinase TAK1 ou d'autres 

MAP3Ks, soit MEKK1 et MEKK3. L'activite des kinases fut determined par des essais 

kinase in vitro. Comme le montre la figure 3.2.3B, l'activite kinase de TAK1 induite par 

le TNF-cx a ete progressivement attenuee par 1'augmentation des concentrations de 

l'inhibiteur de TAK1, une inhibition quasi complete etant obtenue en utilisant 1 fxM de 

5z-7-oxozeaenol. En revanche, cet inhibiteur (que ce soit a 1 uM ou des concentrations 

plus elevees) n'a pas affecte l'activite des kinases MEKK1 ou MEKK3 dans les 

neutrophiles humains (Figures 3.2.3C et 3.2.3D). Des resultats semblables ont ete 

obtenus lorsque les neutrophiles ont ete stimules avec le LPS au lieu du TNF-a (donnees 

non presentees). Ces resultats montrent done que le 5z-7-oxozeaenol inhibe la kinase 

TAK1 d'une maniere hautement selective dans les neutrophiles humains. 
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Figure 3.2.3 Activation inductible de TAK1 et specificite de l'inhibiteur de TAK1, 

5z-7-oxozeaenol, chez les neutrophiles humains. 

A, les neutrophiles ont ete stimules a l'aide de TNF-a (100 U/ml) ou de LPS (100 

ng/ml) pour les temps indiques. Les cellules ont ete lysees et la TAK1 a ete 
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immunoprecipitee a partir du lysat. Les produits d'immunoprecipitation ont ete divises 

en deux parties : une partie a immediatement ete analysee par des essais kinase de TAK1 

en utilisant la MBP comme substrat; et, la deuxieme partie a ete analysee par 

immunobuvardage de type western pour detecter TAK1. B-D, les neutrophiles ont ete 

pretraites pendant 45 min avec des concentrations croissantes de 5z-7-oxozeaenol 

(inhibiteur de TAK1) avant la stimulation avec le TNF-cc (100 U/ml) pendant 5 min. Les 

cellules ont ete lysees et TAK1 (panneau B), MEKK1 (panneau C), ou MEKK3 

(panneau D) ont ete immunoprecipitees. Les produits d'immunoprecipitation ont ete 

divises en deux parts, qui ont ete analyses soit par des essais kinase pour TAK1 en 

utilisant la MBP comme substrat, ou analyses par immunobuvardage de type western 

pour detecter la presence de TAK1, MEEK1, ou MEKK3. Les resultats sont 

representatifs de trois experiences. 
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3.2.4 Impact de la kinase TAK1 sur la cascade d'activation IKK/NF-KB chez les 

neutrophiles humains 

Nous avons montre dans la section 1 que la phosphorylation des isoformes de 

IKK (a/p7y) induite par le TNF-a ou le LPS se produisait a la fois dans le cytoplasme et 

le noyau des neutrophiles humains. Cependant, les kinases en amont de l'activation 

d'IKK demeure inconnues. Pour determiner si la TAK1 pourrait etre une IKK kinase, les 

neutrophiles ont ete pretraites avec le 5z-7-oxozeaenol avant la stimulation par le TNF-a 

ou le LPS. Tel qu'illustre aux figures 3.2.4A et 3.2.4B, 1 jxM de 5z-7-oxozeaenol a 

presque completement bloque la phosphorylation de IKKa/|3 et de RelA, et a prevenu la 

degradation d'lKBa dans les fractions cytoplasmique et nucleaire. De facon semblable, 

l'activation de NF-KB par le TNF-a ou le LPS est presque completement abolie par 1 

[JM de 5z-7-oxozeaenol (Figure 3.2.4C). En revanche, la meme concentration de 5z-7-

oxozeaenol n'a pas eu d'effet sur la phosphorylation dTKKy induite par le LPS (Figure 

3.2.4B) et a a peine reduit le niveau de phopsphorylation dTKKy induite par le TNF-a 

(Figure 3.2.4A). Ces resultats suggerent fortement que, dans les neutrophiles humains, la 

kinase TAK1 est un facteur de regulation cle en amont de la plupart des evenements 

d'activation associes a la cascade de signalisation IKK cytoplasmique et nucleaire. De 

plus, ces resultats nous montrent que la kinase TAK1 participe activement a la 

phosphorylation et a la liaison a 1'ADN du facteur NF-KB. 
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Figure 3.2.4 Impact de I'inhibition de la kinase TAK1 sur la cascade d'activation 

I K K / N F - K B dans les neutrophiles humains. 
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(A, B) les neutrophiles ont ete pretraites pendant 45 min avec le 5z-7-oxozeaenol, un 

inhibiteur de TAK1, avant la stimulation des neutrophiles par 100 U/ml de TNF-a (A) 

ou 100 ng/ml de LPS (B). Les fractions cytoplasmiques et nucleaires ont ete utilisees 

pour 1'analyse par immunobuvardage de type western des differents composants de la 

cascade de signalisation IKK/NF-KB. La (3-actine a ete utilisee comme controle de 

proteines chargees sur gel. (C) Les cellules ont ete pretraitees pendant 45 min avec 1 uM 

de 5z-7-oxozeaenol avant la stimulation par le TNF-a (100 U/ml) ou le LPS (100 ng/ml) 

pendant 15 min. Les extraits nucleaires ont ensuite ete prepares et analyses par EMSA 

en utilisant un oligonucleotide contenant la sequence consensus NF-KB. Les resultats 

sont representatifs de trois experiences. 
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3.2.5 Effet de l'inhibition de la kinase TAK1 sur l'expression et la secretion de 

certaines cytokines et chimiokines chez les neutrophiles humains. 

Nous avons montre dans la section 1 que plusieurs cytokines et chimiokines 

inflammatoires generees par les neutrophiles sont sous le controle de NF-KB. Nous 

avons done voulu determiner la consequence fonctionnelle de l'inhibition de TAK1 sur 

la capacite des neutrophiles a produire ces mediateurs inflammatoires. A cette fin, les 

cellules ont ete pretraitees avec 1 [JM de 5z-7-oxozeaenol avant une stimulation par le 

TNF-a ou le LPS. Comme precedemment, l'expression des ARNm et la secretion de 

cytokines et de chimiokines a ete analysee par PCR en temps reel et par ELISA. Comme 

le montre la figure 3.2.5A, l'inhibition de TAK1 a fortement reprime l'expression de 

l'ARNm de l'IL-8, du TNF-a, du MlP-la et du MP-1(3). Nous avons egalement mesure 

par PT-PCR que l'inhibition de TAK1 a exerce un effet comparable sur la transcription 

inductible de ces memes genes dans les neutrophiles humains (Figure 3.2.5B). Ces 

resultats nous indiquent que l'effet du 5z-7-oxozeaenol sur le niveau d'expression 

d'ARNm reflete principalement une inhibition transcriptionnelle. En accord avec ces 

resultats, la secretion de ces cytokines et chimiokines a egalement ete profondement 

diminuee dans les neutrophiles pretraites avec cet inhibiteur (Figure 3.2.6). Ainsi, la 

kinase TAK1 apparait comme une molecule de signalisation cruciale pour la production 

de plusieurs cytokines et chimiokines inflammatoires dans les neutrophiles actives par 

des agonistes physiologiques. 
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Figure 3.2.5 Effet de l'inhibition de la kinase TAK1 sur la transcription et 

1'expression des genes dependants de N F - K B chez les neutrophiles 

humains. 
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A, les neutrophiles (40 x 106 cellules/condition) ont ete pretraites pendant 45 min avec 1 

uM de 5z-7-oxozeaenol, avant d'etre stimules ou non a l'aide de TNFa (100 U/ml) ou 

de LPS (100 ng/ml) pendant 60 min. L'ARN total a ete extrait, transcrit en ADN 

complementaire (ADNc) par reaction de transcription inverse et analyse pour 

l'expression des genes par PCR en temps reel. Les valeurs ont ete normalisees par 

rapport a l'ARN 18S ribosomal et ont ete representees par un index de stimulation (fold 

increase) qui est relatif aux cellules au repos. Les resultats represented la moyenne ± 

SEM de trois experiences realisees en duplicata. B, l'ADNc des experiences ci-hautes 

(3.2.5A) a ete analyses par « real-time primary transcript (PT)-PCR », i.e., en utilisant 

des amorces qui amplifient des sequences non transcrites localisees dans le premier 

intron d'un gene, ce qui permet de mesurer l'activite transcriptionnelle. Les valeurs ont 

ete normalisees pour l'ARN 18S ribosomal, et ont ete representees par un index de 

stimulation (fold increase) relatifs aux cellules au repos. Les resultats represented la 

moyenne ± SEM de trois experiences realisees en duplicata. La signification statistique a 

ete determined par un test t non-paire (* = p < 0.05 par rapport au stimulus; ** = p < 

0.01 par rapport au stimulus). 
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Figure 3.2.6 Effet de 1'inhibition de la kinase TAK1 sur la secretion de cytokines 

inflammatoires chez les neutrophiles humains. 

Les neutrophiles ont ete pretraites pendant 45 min avec 1 LIM de 5z-7-oxozeaenol ,un 

inhibiteur de TAK1, avant une stimulation a l'aide de TNFa (100 U/ml) ou de LPS (100 

ng/ml) pendant 5 h. Les surnageants ont ensuite ete recueillis et analyses par ELISA. Les 

resultats represented la moyenne ± SEM de trois experiences realisees en duplicata. nd, 

non determine. La signification statistique a ete determinee par un test t non-paire (** = 

p < 0.01 par rapport au stimulus; *** = p < 0.001 par rapport au stimulus). 
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3.2.6 Effet de l'inhibition de la kinase TAK1 sur d'autres cascades de 

signalisation chez les neutrophiles humains. 

Des etudes de notre laboratoire (Cloutier et al., 2007) et d'autres (Zu et al., 1998; 

Marie et al., 1999) ont montre la participation des voies p38 MAPK et MEK/ERK, mais 

pas JNK (Cloutier et al., 2003), dans la production de certaines cytokines 

proinflammatoires par les neutrophiles actives. Puisqu'il a ete rapporte que la kinase 

TAK1 peut agir en amont des MAP kinases p38 et ERK1/2, ainsi que JNK, dans certains 

types cellulaires (Wang et al, 1997; Wang et al, 2001; Lee et al, 1997 et 1998; Sato et 

al., 2005), nous avons voulu examiner si l'inhibition de TAK1 pouvait avoir une 

incidence sur la phosphorylation de p38 MAPK et de ERKs. A cet effet, les neutrophiles 

ont ete pretraitees pendant 30 min avec des concentrations croissantes d'inhibiteur de 

TAK1 avant une stimulation par le TNF-a ou le LPS. L'etat de phosphorylation de p38 

et de ERK1/2 a ete analyse par immunobuvardage de type western en utilisant des 

anticorps specifiques contre les formes phosphorylees de ces kinases. Tel que montre a 

la figure 3.2.7A, le pretraitement des cellules avec le 5z-7-oxozeaenol a empeche la 

phosphorylation de la p38 MAPK et des ERKs induites par le TNF-a ou le LPS. Ainsi, 

la kinase TAK1 agit egalement en amont de ces deux voies de signalisation dans les 

neutrophiles humains. 

Nous avons enfin etudie 1'effet de l'inhibition de TAK1 sur la signalisation 

induite par lTFNy, puisque ce dernier est requis comme un co-stimulus pour la 

production de certaines cytokines dependantes du NF-KB, comme le CXCL9/MIG, le 
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CXCL10/IP-10, le CXCL11/I-TAC et l'IL-12 (Cassatella et al, 1995; Cassatella et al, 

1997; Gasperini et al, 1999). A cette fin, nous avons examine la phosphorylation 

inductible du facteur de transcription STAT1, qui survient en reponse a PIFNy dans les 

neutrophiles (Bovolenta et al, 1998; McDonald et al, 1998). Comme le montre la figure 

3.2.7B, l'inhibition de TAK1 n'a eu aucun effet sur la phosphorylation de STAT1 

induite par 1'IFNy, ce qui est en accord avec le fait que 1'IFNy n'a pas ete rapporte pour 

induire une signalisation via la kinase TAK1. Dans ces memes experiences, le niveau 

d'expression d'lKBa n'a pas ete affecte par l'inhibiteur de TAK1 ou par le traitement 

avec 1'IFNy. Ces derniers resultants sont en accord avec le fait que 1'IFNy n'induit pas 

l'activation du NF-KB ou la degradation d'lKBa chez les neutrophiles humains 

(McDonald et al., 1997; Tamassia et ah, 2007). Collectivement, ces resultats montrent 

une implication selective de la kinase TAK1 dans differentes voies de signalisation 

mobilisees dans les neutrophiles actives. 
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Figure 3.2.7 Effet de l'inhibition de la kinase TAK1 sur d'autres cascades de 

signalisation chez les neutrophils humains. 

A, les neutrophiles ont ete pretraites pendant 45 min avec le 5z-7-oxozeaenol avant 

d'etre stimules par le TNFa (100 U/ml) ou le LPS (100 ng/ml) pendant 15 min. Les 

echantillons cellulaires totaux (whole-cell samples) ont ete analyses par 

immunobuvardage de type western en utilisant des anticorps anti-phospho-p38 MAPK, 

anti-phospho-ERKl/2 ou anti-ERKl/2 (comme controle de chargement). B, les cellules 

ont ete pretraitees pendant 45 min en absence ou en presence de 1 uM 5z-7-oxozeaenol, 

avant une stimulation par 1'IFNy (100 U/ml) pendant 15 min. Les echantillons cellulaires 

totaux ont ete analyses par immunobuvardage de type western en utilisant des anticorps 

anti-phospho-STATl ou anti-lKB-a. Les resultats sont representatifs de trois 

experiences. 
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3.2.7 Effet de l'inhibition de la kinase TAK1 sur le retardement de l'apoptose 

chez les neutrophiles humains. 

Les neutrophiles entrent en apoptose de facon spontanee apres quelques heures 

de culture. Ce phenomene peut cependant etre retarde par une exposition a plusieurs 

stimuli. Une stimulation par le LPS et le TNF-a retarde ce phenomene d'apoptose et est 

associe a la voie de signalisation du NF-KB, ainsi qu'aux voies p38 MAPK et ERK 

(Dunican et al., 2000; Choi et al., 2003; Francois et al, 2005; Avdi et al., 2002; Sabroe 

et al., 2003; Kilpatrick et al., 2006). Puisque nos resultats montrent que la kinase TAK1 

agit en amont de ces trois voies de signalisation dans les neutrophiles, nous avons 

examine si l'inhibition de TAK1 pouvait interferer avec la survie des neutrophiles en 

reponse au LPS ou au TNF-a. Comme controle, nous avons egalement examine 1'effet 

anti-apoptotique de la dexamethasone, un stimulus qui n'emprunte pas les voies NF-KB, 

p38 MAPK, ou ERK (Petrin, 2004; Petrin et al., 2006; Saffar et al., 2008). Tel que 

montre a la figure 3.2.8, l'apoptose constitutive des neutrophiles n'a pas ete affectee par 

la presence de 5z-7-oxozeaenol dans le milieu de culture, montrant que cet inhibiteur 

n'accelere pas l'apoptose par lui-meme. Par contre, l'inhibition de TAK1 a renverse 

1'effet anti-apoptotique du LPS ou du TNF-a, mais n'a eu aucune incidence sur la survie 

favorisee par la dexamethasone. Ainsi, la kinase TAK1 semble etre un intermediaire 

essentiel regulant la modulation de l'apoptose des neutrophiles humains en reponse a des 

stimuli utilisant les cascades de signalisation du NF-KB et/ou des MAPKs. 
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Figure 3.2.8 Effet de I'inhibition de la kinase TAK1 sur le retardement de 

l'apoptose des neutrophiles humains induite par le LPS ou le TNF-a. 

Les neutrophiles ont ete pretraites pendant 45 min avec 1 uM de 5z-7-oxozeaenol, un 

inhibiteur de TAK1 (I), avant une incubation pendant 24 h en absence ou en presence de 

100 ng/ml de LPS, de 100 U/ml de TNF-a ou de 100 nM de dexamethasone (Dex). La 

liaison de l'annexine V aux phosphatidyserines a ete analysee conjointement a 

Fintercalation d'iodure de propidium a FADN afin de determiner les niveaux 

d'apoptose. Les resultats represented la moyenne ± SEM de trois experiences 

independantes realisees en duplicata. La signification statistique a ete determinee par un 

test t non-paire (* = p < 0.05 par rapport au controle non stimule; ** = p < 0.01 par 

rapport au controle non stimule; # = p < 0.05 par rapport au stimulus). 
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CHAPITRE III- RESULTATS 

SECTION 3 

L'ACTIVITE INDUCTIBLE DU NF-KB N'EST PAS MODULABLE PAR LES 

ROS ENDOGENES CHEZ LES NEUTROPHILES HUMAINS. 

Cette section presente nos travaux sur l'activation inductible du NF-KB et les 

reponses dependantes du NF-KB (comme l'activation transcriptionnelle des genes 

dependants du NF-KB) qui ne sont pas modulees par des ROS endogenes, que ce soit 

chez les neutrophiles humains ou chez les cellules PLB-985 differenciees en 

granulocytes. 
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3.3.1 Effet des ROS endogenes sur la cascade d'activation IKK/IKB chez les 

neutrophiles humains 

Les ROS endogenes sont connus pour leur implication dans la regulation de 

1'activation de NF-KB dans plusieurs types cellulaires (Arrigo, 1999; Janssen-Heininger 

et ah, 2000). Cependant, dans les neutrophiles, la modulation de l'activation de NF-KB 

par les ROS endogenes demeure incertaine et ce malgre la fait que les neutrophiles 

produisent probablement plus de ROS que n'importe quel autre type cellulaire 

(Vollebregt et ah, 1998; Pietarinen-Runtti et ah, 2000; Strassheim et ah, 2004). Nous 

avons done voulu clarifier cette problematique. A cette fin, nous avons pretraite les 

neutrophiles avec la N-acetyl-cysteine, un puissant antioxydant, avant une stimulation 

par le LPS ou le TNF-a. Nous avons ensuite analyse les evenements de l'activation de la 

cascade IKK/IKB. Comme montre dans la figure 3.3.1 A, la pre-incubation des 

neutrophiles avec la N-acetyl-cysteine n'a pas affecte le niveau de phosphorylation 

inductible de IKKa/(3 et de RelA, ou la degradation inductible d'lKBa. II n'est pas 

surprenant de constater que la capacite de liaison du NF-KB a 1'ADN demeure inchangee 

dans ces conditions (Figure 3.3.IB). 

Puisque les neutrophiles primaires sont resistants a la transfection, il nous est 

impossible d'entreprendre des etudes de promoteurs utilisant de differents mutants de 

proteines ou de kinases. Nous avons done utilise une lignee cellulaire de type 

neutrophilique, les PLB-985, afin de pouvoir valider l'absence d'une modulation de 

l'activation du NF-KB par les ROS endogenes. 
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Figure 3.3.1 Effet de la N-acetyl-cysteine sur la cascade d'activation IKK/IKB/NF-

KB chez les neutrophiles humains. 

A, les neutrophiles ont ete pretraites avec 20 mM de N-acetyl-cysteine (NAC) ou son 

diluant pendant 30 min a 37°C et ensuite incubes en absence (ctrl) ou en presence de 

TNF-a (100 U/ml) ou de LPS (100 ng/ml). Les echantillons ont ete analyses par 

immunobuvardage de type western. L'actine et I'IKB-CC sont montrees sur la meme 

membrane puisque la membrane a d'abord ete hybridee avec un anticorps anti-lKB-a et 

ensuite rehybridee avec un anticorps anti-actine. B, les neutrophiles ont ete pretraites tel 

que decrit ci-haut. Les extraits nucleaires ont ensuite ete prepares et analyses par EMSA 

en utilisant un oligonucleotide contenant la sequence consensus NF-KB. Les resultats 

sont representatifs de trois experiences. 
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3.3.2 Caracteristiques des cellules PLB-985 non-differenciees et differenciees 

Les cellules PLB-985 sont des cellules promyelocytaires qui peuvent etre 

differenciees en cellules ressemblant phenotypiquement et fonctionnellement aux 

neutrophiles par l'apport d'un ou plusieurs agents de differenciation dans le milieu de 

culture (Tucker et al., 1987). Bien que le DMF et le DMSO aient ete rapportes comme 

etant des agents de differenciation granulocytaire (Tucker et al., 1987; Shen et al., 1994; 

Monczak et al., 1997; Lowenthal et Levy, 1999; Pessach et Levy, 2000; Pedruzzi et ah, 

2002), nous avons constate que le DMSO etait un meilleur agent de differenciation si on 

se fie a 1'expression du marqueur de surface CD lib, et a sa capacite de production de 

certaines cytokines et chimiokines, comme 1TL-8, en reponses au LPS et au fMLP 

(Figure 3.3.2 et donnees non presentees). Ceci est en accord avec l'observation selon 

laquelle la differenciation granulocytaire est en correlation avec 1'apparition des 

recepteurs de surface CD14 et de fMLP (Pedruzzi et al, 2002; Liberty et al, 2004). Ceci 

indique aussi que le traitement avec le DMSO mene a une differenciation plus complete 

des cellules PLB-985 en phenotype neutrophilique « neutrophil-like ». En consequence, 

nous avons utilise le DMSO comme un agent de differenciation dans toutes les 

experiences ulterieures. 
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Figure 3.3.2 Caracteristiques des cellules PLB-985 non-differenciees et 

differenciees. 

A, les cellules PLB-985 ont ete differenciees pendant 5 jours en presence de DMF ou de 

DMSO, ou laissees non-differenciees. Les cellules sont alors marquees a l'aide d'un 

anticorps anti-CD l ib (ligne noire), un isotype controle (ligne grise), et sans anticorps 

primaire (ligne pointillee) avant 1'incubation avec un anticorps secondaire conjugue a la 

FITC. L'expression de CDllb a la surface celluliare a ensuite ete determinee par une 

analyse de cytofluorimetre (cytofluorimetre FACScan). Un minimum de 10 000 cellules 

a ete analyse pour chaque experience et les resultats sont representatifs de cinq 

experiences. B, les resultats obtenus ci-haut ont ete compiles et exprimes selon la 

moyenne de cinq experiences ± SEM. C, les cellules PLB-985 ont ete differenciees 

pendant 5 jours en presence de DMF ou de DMSO, ou laissees non-differenciees, avant 

la stimulation pendant 6 h a 37°C avec le fMLP (30 nM) ou le LPS (100 ng/ml). Les 

surnageants ont ensuite ete recueillis et analyses par ELISA. Les resultats represented la 

moyenne ± SEM de six experiences independantes realisees en duplicata. La 

signification statistique a ete determinee par un test t non-paire (* = p < 0.05 par rapport 

aux cellules non-differenciees; ** = p < 0.01 par rapport aux cellules non-differenciees; 

*** = p < 0.001 par rapport aux cellules non-differenciees). 
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3.3.3 Effet des ROS endogenes sur l'activation inductible de NF-KB dans les 

cellules PLB-985 de type neutrophilique 

Etant donne que les anti-oxydants ajoutes de facon exogene n'ont pas d'effets sur 

la cascade d'activation du NF-KB chez les neutrophiles primaires, nous avons utilise des 

cellules X-CGD/PLB-985 ou la NADPH oxydase est inactive en raison d'une 

perturbation ciblee d'un element cle de la NADPH, le gp91phox (Zhen et ah, 1993). En 

consequence les cellules X-CGD/PLB-985 ne devraient pas produire des ROS. 

Afm de nous assurer que les cellules X-CGD/PLB-985 sont differentes de la 

lignee parentale (PLB-985) en terme d'une production des ROS, nous avons mesure la 

production de superoxide chez ces cellules apres leur differentiation. En effet, la figure 

3.3.3 montre que les cellules PLB-985 granulocytaires parentales repondent au TNF-a, 

au LPS, ou a l'activateur plus classique de NADPH oxydase (comme le PMA) en 

secretant plus de superoxide, alors que les cellules granulocytaires X-CGD/PLB-985 

n'ont plus la capacite d'en produire. Ces resultats sont en accord avec des etudes 

precedentes (Hiraoka et al, 1998; Zhen et ah, 1993; Yu et ah, 1999). 

Nous avons ensuite examine 1'effet du LPS et du TNF-a sur l'activation du N F -

KB dans les cellules X-CGD/PLB-985 differenciees. Comme nous pouvons le voir a la 

figure 3.3.4, le NF-KB conserve sa capacite a Her a l'ADN en reponse au LPS ou au 

TNF-a dans les cellules X-CGD/PLB-985 differenciees, a un niveau comparable aux 
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cellules PLB-985 de type sauvage. Ainsi, l'activation du NF-KB ne semble pas etre 

influenced par des ROS endogenes dans les granulocytes humains. 
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Figure 3.3.3 Production de superoxide par les cellules PLB-985 parentales et les 

cellules X-CGD PLB-985. 

Les cellules PLB-985 parentales differenciees (panneau gauche) et les cellules PLB-985 

X-CGD differenciees (deficientes en p91phox) (panneau droit) ont ete incubees pendant 

30 min en presence ou en absence du LPS (100 ng/ml), du TNF-q (100 U/ml) ou du 

PMA (25 nM) avant la mesure de la production de superoxide par un essai de reduction 

de cytochrome c. Les resultats represented la moyenne ± SEM de trois experiences. La 

signification statistique a ete determinee par un test t non-paire (* = p < 0.05 par rapport 

au controle non stimule; *** = p < 0.001 par rapport au controle non stimule). 
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Figure 3.3.4 Effet des ROS endogenes sur la capacite de liaison de NF-KB a l'ADN 

dans les cellules PLB-985 de type neutrophilique. 

Les cellules PLB-985 parentales differenciees (panneau gauche) et les cellules X-CGD/ 

PLB-985 differenciees (deficientes en p91phox) (panneau droit) ont ete incubees 

pendant 15 min en absence (-) ou en presence (+) de LPS (100 ng/ml) ou de TNF-a (100 

U/ml). Les extraits nucleaires ont ensuite ete prepares et analyses par EMS A en utilisant 

un oligonucleotide contenant la sequence consensus NF-KB. Les resultats sont 

representatifs de trois experiences. 
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3.3.4 Effet des ROS endogenes sur 1'activation inductible des genes rapporteurs 

sous le controle du NF-KB chez les cellules PLB-985 de type neutrophilique 

Plusieurs etudes ont montre qu'il etait possible de transfecter de facon transitoire 

les cellules PLB-985 par electroporation. Cependant, l'efficacite de transfection est 

faible et le taux de mortalite tres eleve (Dana et ah, 2000; Hao et ah, 2000). Etant donne 

qu'une autre technique de transfection, la nucleofection (Amaxa Biosystems, Koln, 

Germany), a ete rapportee comme etant efficace pour une majorite de types cellulaires, 

nous avons done compare ces deux techniques de transfection afin de determiner quelle 

methode est la plus efficace pour transfecter les cellules PLB-985 differenciees. A cet 

egard, les cellules ont ete electroporees ou nucleofectees avec le vecteur pcDNA3.1 

contenant le gene de la GFP (pcDNA3.1/GFP) ou avec le vecteur vide (pcDNA3.1). Le 

pourcentage de cellules fluorescentes a ete determine par cytofluorimetrie, tandis que le 

nombre des cellules survivantes (relativement au nombre de cellules utilisees au depart 

pour la transfection) a ete determine par comptage au bleu de Trypan. Nous avons 

observe que la nucleofection etait meilleure que l'electroporation a plusieurs egards. Tel 

que montre a la figure 3.3.5A, les cellules PLB-985 differenciees et nucleofectees avec 

le vecteur pcDNA3.1/GFP ont une fluorescence tres augmentee par rapport aux cellules 

nucleofectees avec le vecteur vide (pcDNA3.1). Dans 8 experiences independantes, 

l'efficacite de transfection etait de 73 ± 4% 6 h apres la nucleofection, qui s'est avere le 

meilleur temps (Figure 3.3.5B). Par comparaison, l'electroporation avec ce meme 

vecteur dans les cellules PLB-985 differenciees a exige beaucoup plus de temps pour 

atteindre une efficacite d'expression optimale (36 ± 5%) qui etait plus faible que celle 
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obtenue par nucleofection (Figure 3.3.5B). A l'instar de l'electroporation, la 

nucleofection est connue pour causer des dommages irreversibles aux cellules, et ce 

meme dans des conditions optimales. La figure 3.3.5C montre que le taux de survie des 

cellules PLB-985 differenciees apres la nucleofection etait de 56 ± 6% a 6 h (n = 8) et 

diminuait progressivement a environ 20% apres 24 h. Par comparaison, l'electroporation 

a entraine un taux de mortalite initiale beaucoup plus eleve (Figure 3.3.5C). Ainsi, la 

nucleofection s'est averee rapide, fiable, efficace, et relativement douce pour 

surexprimer une proteine d'interet dans cellules PLB-985 differenciees. 

Puisque la liaison de NF-KB a l'ADN ne semble pas etre influenced par les ROS 

endogenes (Figure 3.3.4), nous avons cherche a savoir si l'activite transcriptionnelle de 

NF-KB etait affectee par les ROS endogenes. A cette fin, les cellules X-CGD/PLB-985 

differenciees et les cellules parentales ont ete nucleofectees avec des plasmides 

contenant un gene rapporteur luciferase sous le controle du NF-KB (pNF-KB-Luc) ou 

sous le controle du promoteur de l'IL-8 (pIL8-Luc) suivant une stimulation par le LPS 

ou le TNF-a pendant 6 heures. l'activite transcriptionnelle de NF-KB a par la suite ete 

analysee par des essais luciferase. Comme montree a la figure 3.3.6, chaque construction 

est activee a un niveau similaire, dans les X-CGD/PLB-985 differenciees comme dans 

les cellules parentales. Ainsi, l'activation du NF-KB et les reponses en aval ne semblent 

pas etre sous le controle des ROS endogenes dans les granulocytes. 

Collectivement, ces resultats etablissent que l'activation du NF-KB et des 

reponses dependantes de NF-KB (comme l'activation transcriptionnelle des genes 
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dependants de NF-KB) sont independantes des ROS endogenes chez les neutrophils 

humains. 
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Figure 3.3.5 Surexpression de la proteine GFP dans les cellules PLB-985 de type 

neutrophilique. 

A, les cellules PLB-985 differenciees ont ete nucleofectees avec le vecteur pcDNA3.1 

contenant le gene de la GFP (pcDNA3.1/GFP) ou avec le vecteur vide (pcDNA3.1). Les 

cellules ont ete recoltees 6 h apres la transfection et ont ete analysees par FACScan. Un 

minimum de 10 000 cellules a ete analyse dans chaque experience. Les resultats sont 
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representatifs de huit experiences. B, les cellules PLB-985 differenciees ont ete 

nucleofectees (carree) ou electroporees (triangle) avec le vecteur pcDNA3.1/GFP et 

ensuite cultivees selon les temps indiques. Le pourcentage des cellules transferees a ete 

determine par FACScan. Les resultats sont exprimes en pourcentage de cellules 

fluorescentes et representent la moyenne ± SEM de cinq experiences. La signification 

statistique de chaque point a ete determinee par un test t non-paire (p < 0.01). C, les 

cellules PLB-985 differenciees ont ete nucleofectees (carree) ou electroporees (triangle) 

avec le vecteur pcDNA3.1/GFP et ensuite cultivees pendant les temps indiques. Le 

decompte des cellules viables a ete fait selon la methode d'exclusion au bleu de Trypan. 

Les resultats sont exprimes en pourcentage de cellules survivantes par rapport au 

nombre initial utilise au depart pour la transfection et representent la moyenne ± SEM de 

quatre experiences. La signification statistique de chaque point a ete determinee par un 

test t non-paire (p < 0.05). 

s 
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Figure 3.3.6 Effet des ROS endogenes sur I'activation de genes rapporteurs sous 

le controle du NF-KB dans les cellules PLB-985 de type 

neutrophilique. 

Les cellules PLB-985 parentales differenciees (panneau de gauche) et les cellules PLB-

985 X-CGD differenciees, deficientes en p91phox, (panneau de droit) ont ete 

nucleofectees avec des plasmides contenant un gene rapporteur luciferase sous le 

controle du NF-KB (PNFKB-LUC) OU sous le controle du promoteur de l'IL-8 (pIL-8-

Luc). Apres une incubation de 6 h en presence ou en absence de LPS (100 ng/ml) ou de 

TNF-a (100 U/ml), la capacite d'activation de NF-KB a ete analyse par des essais 

luciferase. Les valeurs ont ete representees par un index de stimulation (fold increase) 

qui est relatif aux cellules au repos. Les resultats represented la moyenne ± SEM de 

trois experiences. La signification statistique a ete determinee par un test t non-paire (** 

= p < 0.01 par rapport au controle non stimule; *** = p < 0.001 par rapport au controle 

non stimule). 
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CHAPITREIV- DISCUSSION 

4.1 EXPRESSION ET ACTIVATION NUCLEAIRE DU COMPLEXE IKK 

CHEZ LES NEUTROPHILES HUMAINS 

Dans la presente etude, nous avons etudie les evenements de signalisation en 

amont de la phosphorylation d'lKBa dans les neutrophiles humains. De plus, nous avons 

caracterise le role du facteur NF-KB sur l'expression et la secretion d'IL-8, de TNF-a, 

de MlP-la et de MIP-lp\ Les travaux anterieurs de notre laboratoire et d'autres ont 

montre qu'environ la moitie du contenu cellulaire des proteines p50, RelA, c-Rel, et 

iKBa est localisee dans le noyau des neutrophiles au repos (McDonald et al., 1997; 

Vancurova et al., 2001; et nos donnees non publiees). De plus, l'activation des 

neutrophiles entraine une degradation d'lKBa a la fois dans le cytoplasme et le noyau 

(Vancurova et ah, 2001; et nos donnees non publiees). Nous rapportons maintenant que 

les neutrophiles constituent un exemple unique de cellule inflammatoire dans lequel les 

principaux evenements lies a l'activation du NF-KB, a savoir, l'activation du complexe 

IKK, la phosphorylation et degradation de IKBOI, et la phosphorylation de RelA, peuvent 

se produire dans le noyau en plus du cytoplasme. Une autre caracteristique intrigante des 

neutrophiles est que leur activation conduit a une disparition rapide et transitoire de la 

sous-unite IKKa dans ces deux compartiments cellulaires. Nous presentons egalement 

une preuve que les isoformes du complexe IKK nucleaire peuvent s'associer a la 

chromatine dans les neutrophiles actives. Enfin, nous rapportons que l'activation de N F -

KB est un evenement central dans l'expression basale et inductible de differentes 
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cytokines et chimiokines inflammatoires, tel que le TNF-cx, l'IL-8, le MlP-la et le MIP-

1 (3 chez les neutrophiles humains. Nos resultats devoilent plusieurs facettes nouvelles et 

inattendues dans la voie de signalisation activant le NF-KB. NOS resultats montrent de 

nouvelles particularites de la signalisation de NF-KB ainsi que son impact dans la 

generation de cytokines et de chimiokines par les neutrophiles humains. 

Bien que 1'induction de l'expression de cytokines et de chimiokines 

inflammatoires suggere fortement la participation de NF-KB dans les neutrophiles, une 

telle demonstration n'etait pas encore formellement rapportee dans la litterature. En 

outre, des etudes effectuees dans d'autres types cellulaires ont revele que l'expression de 

certains genes de cytokines inflammatoires requiert, en plus de la voie NF-KB, une 

participation cooperative avec d'autres facteurs de transcription (Yasumoto et ah, 1992; 

Mukaida et ah, 1994). En consequence, l'etendue de la contribution du NF-KB sur la 

production de cytokines dans les neutrophiles avait aussi besoin d'une clarification. Pour 

aborder cette problematique, nous avons utilise un certain nombre d'inhibiteurs de la 

voie de signalisation de NF-KB. Nous avons montre que le pretraitement de neutrophiles 

avec ces inhibiteurs du NF-KB bloque significativement l'induction de genes precoces 

encodant pour le TNF-a, l'IL-8, le MlP-la, et le MIP-lp\ en empechant non seulement 

leur expression mais egalement leur secretion. Ainsi, le NF-KB semble etre un acteur 

clef dans l'expression et la secretion de certaines cytokines et chimiokines 

inflammatoires par les neutrophiles. Nos donnees sont en accord avec deux autres etudes 

effectuees dans les neutrophiles. Dans la premiere etude, la reticulation (« cross-

linking ») des integrines a la surface des neutrophiles stimule plusieurs reponses, dont 
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l'activation de NF-KB et la secretion du TNF-cx et de l"IL-lp\ Cette secretion est 

entravee dans des cellules pretraitees a l'aide d'inhibiteurs de NF-KB, dont le MG-132 et 

le SN50 (Kim et ah, 2004). Dans la seconde etude, un peptide de fusion fait d'une 

sequence de la proteine virale Tat et d'une sequence qui se lie a IKKy, empechant ainsi 

son intereaction avec IKKp\ a inhibe l'activation de NF-KB et l'expression du gene IKBCC 

en reponse a une stimulation par le LPS. Une acceleration de l'apoptose constitutive des 

neutrophiles fut alors observee (Choi et ah, 2003). Ainsi, le facteur de transcription N F -

KB apparait comme un element regulateur cle des reponses fonctionnelles et cellulaires 

des neutrophiles humains incluant la generation de cytokines inflammatoires et 

l'apoptose spontanee. 

Malgre les nombreux aspects de l'activation du NF-KB dans les neutrophiles 

soient connus depuis les premieres etudes de notre laboratoire sur ce sujet (McDonald et 

Cassatella, 1997; McDonald et ah, 1997 et 1998), la presente etude montre pour la 

premiere fois que la proteine RelA peut subir une phosphorylation inductible et que 

divers composants en amont d'lkBa, dont les trois isoformes du complexe IKK, les 

kinases reliees a IKK (IKKE et TBK-1) ainsi que la kinase NIK, sont exprimes dans ces 

cellules. De facon inattendue, l'activation des neutrophiles par des stimuli, comme le 

LPS ou le TNF-a, conduit a une perte transitoire d'IKKa, un phenomene qui, a notre 

connaissance sans precedent. La finalite de cette perte d'expresssion demeure a ce jour 

incertaine. Nous avons montre que la perte d'IKKa pouvait etre en partie evitee par des 

inhibiteurs du proteasome, soulevant ainsie la possibilite que cette proteine soit une cible 

de la degradation proteolytique. Que cette proteolyse ait eu lieu a la fois dans le 
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cytoplasme et le noyau est en accord avec la presence du proteasome dans ces deux 

compartiments (Low et al., 2000; Bahrami et al., 2002). Nous avons egalement constate 

que l'inhibition d'IKK(3, par le PGJ2, a effectivement empeche la perte d'expression 

d'IKKa dans les neutrophiles actives. De plus, la baisse rapide du niveau d'expression 

d'IKKa, observee apres la stimulation des neutrophiles, indique que le complexe IKK 

fonctionnel des neutrophiles est essentiellement etre compose des sous-unites IKK(3 et 

IKKy. Un tel scenario est en accord avec des donnees de la litterature. En effet, il fut 

rapporte que les sous-complexes IKK|3-IKKy endogenes existent dans le cytoplasme de 

la lignee monocytaire humaine THP-1 et presentent une activite accrue suite a une 

stimulation de ces cellules par le TNF-a (Quirling et al., 2004). De facon similaire, des 

etudes d'immunodepletion ont montre la presence de complexes IKK(3-IKKy ayant ete 

actives par la stimulation de cellules T humaines par un anti-CD3/CD28 (Khoshnan et 

al, 1999). 

L'activation des neutrophiles par le LPS et le TNF-a a entraine une forte 

activation du complexe IKK, tel que determined par la phosphorylation de ses sous-

unites et d'lKBa, son substrat prototypique. Une particularite de cette etude est l'absence 

de phosphorylation sur les serines 176/180 (Figure 3.1.6) sur la sous-unite IKKa. Nous 

avons egalement note une absence de phosphorylation sur la threonine 23 (resultats non 

montres). A cet egard, la baisse du niveau d'expression d'IKKa qui se produit suite a la 

stimulation des neutrophiles pourrait etre l'une des raisons de l'absence de 

phosphorylation detectable d'IKKa. Quoi qu'il en soit, la perte d'expression d'IKKa et 

l'absence de phosphorylation suggere que la kinase IKKa contribue peu aux reponses 
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suscitees par les stimuli classiques des neutrophiles. Cependant, il ne peut etre exclu que 

la kinase IKKa puisse etre phosphorylee dans certaines conditions particulieres. En 

revanche, la stimulation des neutrophiles a induit une phosphorylation de IKK(3 sur les 

serines 177 et/ou 181, et de IKKy sur la serine 376. Ces resultats sont coherents avec le 

fait que la phosphorylation d'IKK(3 permet a cette kinase de phosphoryler ces substrats 

tels que IKBO, et RelA. De la meme facon, les etudes realisees a l'aide de mutants de 

deletion de IKKy ont montre que la partie C-terminale de la proteine, c'est-a-dire, la 

region qui est phosphorylee dans nos experiences, est necessaire a 1'activation du 

complexe IKK via les proteines adaptatrices, ainsi que pour l'activation de NF-KB en 

aval (Rothwarf et al., 1998; Makris et al., 2002). En consequence, nous avons observe 

que l'apparition de la phosphorylation des sous-unites IKK(3 et IKKy a fidelement reflete 

les cinetiques de phosphorylation et de degradation d'lKBa, de la phosphorylation de 

RelA et de la capacite de liaison de RelA a l'ADN dans les neutrophiles humains (cette 

etude; McDonald et al., 1997 et 1998; Vancurova et al., 2001). Cette forte correlation 

appuie l'idee que toutes ces reponses sont reliees dans les neutrophiles, comme observe 

dans beaucoup d'autres types cellulaires, mais avec cette particularite exceptionnelle que 

1'ensemble du processus peut avoir lieu dans le noyau des neutrophiles humains. 

Dans le cas particulier de la phosphorylation de RelA sur la serine 536, le lien 

avec l'activation du complexe IKK n'est probablement pas direct dans les neutrophiles. 

En effet, malgre des similarites en termes de localisation intracellulaire et de cinetique 

d'activation entre les deux proteines, l'inhibition specifique de la kinase IKK(3, par le 

PGJ2 ou le BAY 117082, n'a eu qu'un effet modeste sur la phosphorylation de RelA 
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dans les neutrophiles traites au LPS. Bien que l'inhibition incomplete de la 

phosphorylation de RelA laisse envisager une participation mineure de la kinase IKK(3 

dans ce processus, du moins dans les cellules stimulees par le LPS, d'autres kinases 

jouent clairement un role plus important. Parmi les kinases qui peuvent potentiellement 

phosphoryler RelA, on peut exclure la caseine kinase II et la kinase PKA, puisque leur 

inhibition n'a pas altere le niveau de phosphorylation de RelA dans les neutrophiles. De 

facon semblable, plusieurs autres inhibiteurs des differentes cascades de signalisation se 

sont reveles inefficaces. Ainsi, l'identite d'une kinase, ou des kinases, responsable de la 

phosphorylation de RelA reste incertaine a ce stade. Puisque que ce processus se produit 

a la fois dans le cytoplasme et le noyau des neutrophiles, la kinase en amont doit, 

idealement, etre presente dans ces deux compartiments cellulaires. Alternativement, 

differentes kinases peuvent phosphoryler la proteine RelA selon sa localisation. En 

accord avec un tel scenario, les neutrophiles expriment les kinases IKKe et TBK-1 dans 

le cytoplasme. Ces deux kinases ont ete demontrees comme etant capables de 

phosphoryler la proteine RelA sur la serine 536 (Buss et al., 2004; Fujita et ah, 2003). A 

ce jour, nos donnees nous laissent suppose qu'un tel lien existe. Cependant, ils ne 

fournissent pas d'indications quant a l'identite de kinase qui pourrait phosphoryler la 

proteine RelA dans le noyau. Ceci souligne la necessite de poursuivre de plus amples 

etudes (voir 4.2). 

L'identite de la kinase (ou des kinases) qui pourrait phosphoryler les sous-unites 

du complexe IKK que ce soit dans les neutrophiles, ou dans d'autres types cellulaires, 

demeure egalement incertaine. A cet egard, un large eventail d'inhibiteurs de diverses 
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cascades de signalisation n'a pas altere de facon significative l'activation du complexe 

IKK dans les neutrophiles. Neanmoins, plusieurs kinases en amont ont ete proposees 

comme etant des IKK kinases. L'un de ces candidats est la kinase NIK, qui s'associe a 

IKKcx et IKK(3 et les phosphoryle (Woronicz et ah, 1997; Regnier et al., 1997; Lin et al., 

1998). L'autre est la TBK-1, qui peut elle aussi phosphoryler la kinase IKK(3 (Tojima et 

al., 2000; Fujita et al., 2003). Nous avons constate que les kinases NIK et TBK-1 

avaient un profil de distribution intracellulaire bien distinct dans les neutrophiles 

humains. La premiere est strictement nucleaire alors que la deuxieme est plutot 

cytoplasmique. Toutefois, il n'est pas clair a ce stade si les kinases NIK et TBK-1 sont 

activees apres la stimulation des neutrophiles. De plus, il est important d'etablir si la 

cinetique d'activation de ces deux kinases correspond a celle de la phosphorylation des 

sous-unites du complexe IKK, a la fois, dans le cytoplasme et le noyau. Inversement, il 

est egalement concevable que ni la NIK ni la TBK-1 soient impliquees dans l'activation 

de IKK. Des etudes d'inactivation de gene ont en effet soul eve des doutes sur la capacite 

reelle de NIK et TBK-1 d'agir comme des kinases de IKK (Hemmi et al., 2004; 

Shinkura et al., 1999). Par ailleurs, il a ete propose que l'activation du complexe IKK 

puisse decouler d'une phosphorylation croisee de ses sous-unites apres leur assemblage 

en un complexe nomme signalosome (Hayden et Ghosh, 2004). Cela represente un 

concept attrayant en ce qui concerne le complexe IKK cytoplasmique, en particulier 

parce que l'inhibition de IKK(3 (avec la PGJ2) a nettement diminue la phosphorylation de 

IKKp\ Dans le cas du complexe IKK nucleaire, cependant, l'assemblage d'un 

signalosome en absence de proteines adaptatrices associees aux recepteurs est plus 
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difficile a envisager. Par consequent, un role pour une kinase du complexe IKK 

nucleaire ne peut etre exclu (voir 4.2). 

L'existence d'une cascade IKK/IKB nucleaire suscite un certain nombre 

^interrogations, comme celle de savoir si elle favorise une association des isoformes du 

complexe IKK a la chromatine suite a une stimulation cellulaire (Anest et ah, 2003) et si 

le complexe IKK peut Her de facon constitutive la chromatine dans les cellules au repos. 

A cet egard, nous avons presente des evidences indirectes d'une association inductible de 

l'ensemble des trois composantes du complexe IKK a la chromatine. Une telle 

association requiert toutefois une confirmation par des moyens plus directs, par exemple 

des etudes d'immunoprecipitation de la chromatine (ChIP assay). Une autre 

interrogation decoulant de la presence constitutive du complexe IKK nucleaire dans les 

neutrophiles est de savoir si ses composantes font la navette entre le noyau et le 

cytoplasme. A cet effet, des experiences de blocage d'exportation nucleaire, a l'aide de 

leptomycine B, ont montre une absence d'activite d'echange des isoformes du complexe 

IKK entre le cytoplasme et le noyau, que ce soit dans les neutrophiles au repos ou 

actives. L'absence de cette navette montre ainsi que l'activation simultanee du complexe 

IKK dans les deux compartiments cellulaires reflete des processus paralleles. Ces 

resultats suggerent egalement que l'association des isoformes du complexe IKK a la 

chromatine implique essentiellement les IKKs nucleaires. En revanche, nous constatons 

une legere accumulation nucleaire des proteines RelA et IKBCI quand les neutrophiles au 

repos sont cultives en presence de la leptomycine B pendant 6-8 heures, suggerant ainsi 

un faible mouvement entre ces deux compartiments cellulaires. Cette observation est en 
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accord avec celles qui sont faites dans d'autres types cellulaires (Harhaj et Sun, 1999; 

Huang et al, 2000; Carlotti et al, 2000; Birbach et al, 2002; Ghosh et Karin, 2002; Le 

et Verma, 2002; Buss et al, 2004). Dans les neutrophiles actives, les proteines IKBCI et 

RelA se sont egalement accumulees dans le noyau en presence de la leptomycine B. 

Cela etait evident aux temps plus precoces (2-4 heures), ce qui supporte la notion que la 

navette des proteines IKBO: et RelA est relativement plus prononcee dans les cellules 

stimulees, comme c'est le cas d'lKBa dans les neutrophiles (Castro-Alcaraz et al, 

2002). Dans les cellules activees, nous avons egalement constate que la leptomycine B 

interferait avec la degradation d'lKBa, a la fois dans le cytoplasme et le noyau. La 

degradation retardee, ou 1'inhibition partielle de la degradation, d'lKBa observee chez 

les neutrophiles traites avec la leptomycine B reflete probablement une interference avec 

la proteolyse d'lKBa d'une maniere opposee a sa phosphorylation. En effet, la 

phosphorylation d'IKK(3 et d'lKBa n'est pas affectee par la leptomycine B (Figure 

3.1.7B et resultats non-montres). A l'appui de cette conclusion, la leptomycine B a ete 

decrite pour entraver l'activite catalytique du proteasome (Rodriguez et al., 1999), qui 

est responsable de la degradation inductible d'lKBa. 

4.2 IMPLICATION DE LA KINASE TAK1 DANS L'ACTIVATION DU 

COMPLEXE IKK CHEZ LES NEUTROPHILES HUMAINS 

Dans cette section, nous avons investigue la kinase en amont du complexe IKK 

qui est potentiellement impliquee dans 1'activation de la cascade de signalisation 

IKK/NF-KB et dans certaines reponses fonctionnelles des neutrophiles. En premier lieu, 
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nous avons montre que les neutrophiles expriment la MAP3K, TAK1, ainsi que ses 

proteines associees, TAB1 et TAB2. Ces trois proteines sont localisees a la fois dans les 

fractions cytoplasmique et nucleaire des neutrophiles humains. Ces proteines sont 

typiquement exprimees dans le cytoplasme dans la plupart des autres types cellulaires, 

comme nous 1'avons montre ici dans le cas des cellules mononuclees (PBMC). Une 

autre particularite de TAK1 dans les neutrophiles est que cette kinase est associee de 

facon constitutive aux proteines TAB1 et TAB2, ainsi qu'avec les sous-unites du 

complexe IKK. Cette association est invariable et ce suivant la stimulation des cellules. 

En reponse a une stimulation avec le TNF-oc ou le LPS, la kinase TAK1 est activee de 

facon rapide et transitoire. Cette cinetique d'activation precede la phosphorylation des 

sous-unites du complexe IKK et la degradation d'lKBa dans les deux compartiments 

cellulaires, suggerant ainsi que la kinase TAK1 cytoplasmique et nucleaire pourrait 

fonctionner comme une kinase d'IKK. Afin d'elucider cette possibilite, nous avons 

examine les consequences du pretraitement des neutrophiles avec un inhibiteur 

hautement selectif de TAK1, le 5z-7-oxozeaenol, sur la voie de signalisation de NF-KB. 

L'inhibition pharmacologique de TAK1 a revele que cette kinase est impliquee dans la 

plupart des aspects de la voie de signalisation de NF-KB dans les neutrophiles humains. 

En effet, le pretraitement des cellules avec le 5z-7-oxozeaenol a empeche la 

phosphorylation d'KKa/|3 et de RelA, ainsi que la degradation d'lKBa induite par le 

TNF-a ou le LPS. Parallelement, il y a une inhibition prononcee des evenements en aval 

d'IKK comme la liaison a l'ADN du NF-KB et la transactivation de promoteur sous le 

controle du NF-KB. En consequence, la transcription, 1'expression genique et la 

liberation de plusieurs cytokines, tel que le TNF-a, 1TL-8, le MlP-la et le MIP-1|3 
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dependantes du NF-KB, dans les neutrophiles sont aussi profondement inhibees (voir 

section 1). De plus, le retardement de l'apoptose spontanee, par le TNF-a ou le LPS, a 

egalement ete fortement reduit par l'inhibiteur de TAK1 dans ces cellules. Ces resultats 

montrent que 1'activation de TAK1 est un evenement en amont crucial pour une 

mobilisation de la cascade de signalisation IKK/NF-KB cytoplasmique et nucleaire, ainsi 

que pour les reponses fonctionnelles en aval de celle-ci dans les neutrophiles humains. 

Nos resultats ont montre que l'inhibiteur de TAK1 n'avait aucun effet sur 

l'activite d'autres MAP3Ks, comme la MEKK1 et la MEKK3, a une concentration qui 

abolit l'activite de TAK1. Cela confirme la haute selectivity de l'inhibiteur de TAK1 

observee dans d'autres etudes (Ninomiya-Tsuji et al., 2003; Safwat et ah, 2005; 

Windheim et al, 2007). Ainsi, les nombreux resultats que nous avons obtenus en 

utilisant cet inhibiteur ne peuvent pas etre attribues a une inhibition non selective 

d'autres MAP3Ks. Cette specificite est particulierement importante dans le cas de 

MEKK1 et MEKK3 car ces deux kinases peuvent agir comme des IKK kinases dans 

d'autres cellules (Lee et al., 1998; Yang et al, 2001; Samanta et al., 2004; Huang et al, 

2004). Cela dit, il ne peut pas etre exclu que les kinases MEKK1 et MEKK3 participent 

a 1'activation du complexe IKK. A cet egard, nos donnees montrent que la TAK1 n'agit 

pas en amont des isoformes de MEKKs puisque l'inhibiteur de TAK1 n'a aucun effet 

sur l'activite kinase des isoformes de MEKKs. En consequence, ces dernieres pourraient 

done agir en amont de TAK1 ou etre actives en parallele et ainsi exercer un impact sur la 

cacade d'IKK cytoplasmique et/ou nucleaire des neutrophiles. D'ailleurs, nos resultats 

montrent pour la premiere fois que la kinase MEKK3 est exprimee et activable dans les 
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neutrophiles humains, et que l'activite de MEKK1 peut egalement etre induite en 

reponse au LPS, en plus de ce qui a precedemment ete rapporte pour le fMLP ou le 

TNF-a (Nick et al., 1997; Avdi et al, 2000). Une etude realisee a l'aide d'un systeme de 

surexpression, dans les cellules HEK 293, effectuee par Blonska et al. (2005) a montre 

que les kinases TAK1 et MEKK3 peuvent former un complexe fonctionnel. En effet, 

l'activite de TAK1 pourrait regulariser l'autophosphorylation de MEKK3, en plus de 

reguler la phosphorylation de MEKK3. Cette cooperation menerait a 1'activation de NF-

KB. Dans notre etude, l'inhibiteur de TAK1 n'a eu aucune incidence sur l'activite de 

MEKK3 (ou de MEKK1), ce qui suggere que l'activite de MEKK3 (ou de MEKK1) est 

independante de TAK1. II semblerait done que l'activation de NF-KB se produit sans 

avoir besoin d'une cooperation entre TAK1 et MEKK3 (ou MEKK1). Ce qui est en 

accord avec une etude de Yao et al. (2007), qui a rapporte une absence d'interaction 

endogene entre la TAK1 et la MEKK3 en reponse a une stimulation par l'IL-1. 

Bien que la phosphorylation inductible de IKKa/p soit abolie par un inhibiteur 

de TAK1, ce dernier n'a aucune incidence sur la phosphorylation de IKKy en reponse au 

LPS et tres legerement dans le cas du TNF-a. Ceci suggere d'une part que 1'inhibiteur 

de TAK1 ne se comporte pas comme un inhibiteur general de la voie de signalisation 

induite par le LPS ou le TNF-a chez les neutrophiles humains. D'autre part, la 

phosphorylation dTKKy semble principalement etre mediee par une kinase autre que la 

TAK1, comme la MEKK1 ou la MEKK3, ou par un processus different chez les 

neutrophiles humains. A cet egard, l'etude effectuee par Yao et al. (2007) dans les 

cellules HEK 293 et les MEF deficientes en TAK1, en MEKK3, en IKKa, en IKK(3 et 
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en IKKa/(3, a demontre la participation de deux voies de signalisation parallele menant a 

1'activation de NF-KB. La premiere dite "voie dependante de TAK1" mene a la 

phosphorylation et l'activation d'IKK(3, resultant a l'activation classique de NF-KB. La 

deuxieme voie dite "voie dependante de MEKK3 et independante de TAK1" 

implique une phosphorylation d'lKKy et une activation de IKKa, ce qui resulte en une 

activation du NF-KB via la phosphorylation d'lKBa et sa dissociation subsequente du 

NF-KB mais sans la degradation d'lKBa. Selon ce modele, nos resultats suggerent que 

c'est la kinase TAK1, et non pas MEKK3, qui serait impliquee dans l'activation de la 

cascade IKK/NF-KB chez les neutrophiles humains puisque qu'on observe la 

phosphorylation d'une sous-unite IKK(3 et la degradation de IKBO: en reponse au TNF-a 

ou au LPS. 

Nos resultats montrent que la phosphorylation de RelA sur la serine 536, induite 

par le TNF-a ou le LPS, est abolie par l'inhibiteur de TAK1. Cette inhibition se fait par 

l'entrave de la phosphorylation d'IKKa/(3. Ce qui suggere que la kinase TAK1, et/ou le 

complexe IKKa/p, serait impliques dans la phosphorylation du RelA (S536) chez les 

neutrophiles humains. Ces resultats sont en accord avec une etude de Sakurai et al. 

(2003) qui a montre qu'une surexpression de TAK1, de TAB1, de IKKa et de IKK(3 

stimule la phosphorylation du RelA (S536). Au contraire, les formes mutantes 

dominantes negatives ou les siRNA (small interfering RNAs) de TAK1, de IKKa et de 

IKK(3 inhibent la phosphorylation de RelA (S536) en reponse au TNF-a dans les 

cellules HeLa et HEK 293. Dans un meme ordre d'idees, une etude de Buss et al. 

(2004), egalement realisee dans les cellules HeLa et les HEK 293, a rapporte que la 
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phosphorylation de RelA (S536), en reponse a l'IL-1, etait affectee par au moins cinq 

kinases incluant IKKa, IKK|3, IKKE, TBK, et une autre kinase qui est, a ce jour, 

inconnue. 

L'inhibiteur de TAK1 a renverse l'effet anti-apoptotique associe a une stimulation 

des neutrophiles par le TNF-a ou le LPS. A l'oppose, la dexamethasone est sans effet. 

Ces resultats indiquent que la dexamethasone emprunte une voie de signalisation 

differente de celle du TNF-a ou du LPS, et independante de TAK1, afin de reduire 

l'apoptose des neutrophiles humains. Bien que les mecanismes moleculaires sous-

tendant les effets anti-apoptotiques de la dexamethasone chez les neutrophiles humains 

ne soient pas bien connus a ce jour, plusieurs aspects sont associes a une prolongation de 

la survie des neutrophiles. En particulier, la dexamethasone augmente de l'expession de 

l'ARNm et de la proteine FLAP, qui est requise pour 1'activation de la 5-LO et pour la 

production de leucotrienes (Pouliot et al., 1994). De plus, elle amene 1'augmentation de 

l'expression du recepteur de haute affinite pour le leucotriene B4, le BLT1 (Stankova et 

al., 2002), et, une regulation a la hausse de l'expression de la proteine anti-apoptotique, 

Mcl-1 (Cox et Austin, 1997 ; Moulding et al, 1998; Akgul et al, 2001; Leuenroth et al., 

2000; Edwards et al., 2004; Saffar et al., 2008). Ceci impliquerait les voies de la 

phosphatidylinositol 3-kinases et Src (Petrin, 2004, memoire, M.Sc. en Immunologic, 

Universite de Sherbrooke; Saffar AS et al, 2008). Par ailleurs, nos resultats montrent 

que l'effet anti-apoptotique de la dexamethasone n'a pas ete affecte par l'inhibition de 

TAK-1. Dans notre etude, l'inhibition de TAK1 bloque la phosphorylation de p38 

MAPK et de ERK, ce qui suggere que la dexamethasone n'emprunte pas la voie de p38 
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MAPK et/ou de ERK. Ces resultats sont en accord avec les etudes de Petrin (2004, 

memoire, M.Sc. en Immunologic, Universite de Sherbrooke) et de Saffar et al. (2008) 

qui rapportent que la kinase ERK n'est pas impliquee dans le retardement de l'apoptose 

des neutrophiles humains en reponse a la dexamethasone. Dans le cas de la p38 MAPK, 

Saffar et al. (2008) a plutot montre son implication dans une prolongation de survie des 

neutrophiles humains favorisee par la dexamethasone; par contre, la concentration de 

l'inhibiteur de la p38 MAPK (SB203580) utilisee dans son etude etait remarquablement 

elevee (10 et 25 fxM). Cette concentration pourrait expliquer un effet non specifique de 

l'inhibiteur. En effet, notre groupe de recherche a mesure, par un essai kinase de p38 en 

utilisant ATF-2 comme substrat, que 3 u.M de SB203580 est suffisant pour inhiber de 

facon significative et specifique 1'active de la p38 MAPK chez les neutrophiles humains 

en reponse au LPS ou au TNF-a (Cloutier et al., 2007). Dans le meme ordre d'idees, la 

specificite du SB203580 a egalement ete mise en doute dans d'autres etudes. Dans ces 

etudes, des concentrations elevees de cet inhibiteur pourraient affecter plusieurs autres 

kinases, y compris les kinases JNK/SAPK (Clerk et Sugden, 1998), ERK (Lian et al., 

1999), PDK et PKB (Lali et al, 2000). 

4.3 L'ACTIVITE INDUCTIBLE DU NF-KB N'EST PAS MODULABLE PAR 

LES ROS ENDOGENES CHEZ LES NEUTROPHILES HUMAINS 

Nos resultats dans cette section suggerent que 1'activation du NF-KB et les 

reponses cellulaires dependantes du NF-KB sont independantes des ROS endogenes, et 

ce aussi bien dans les neutrophiles humains primaires que dans la lignee 
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promyelocytaire PLB-985 differenciee en granulocytes. Parallelement, nous avons 

optimise les conditions de transfection des PLB-985 differenciees, ce qui rend possible 

des etudes portant sur 1'activation des promoteurs chez les granulocytes. 

Nous avons observe que la N-acetyl-cysteine, un puissant antioxydant, n'avait 

pas d'effet sur la cascade d'activation de IKK/IKB a differents niveaux. Nous avons 

montre que la phosphorylation de IKKa/|3 et de RelA, la degradation de iKBa, ainsi que 

la capacite de liaison de NF-KB a l'ADN n'etaient pas affectees par la presence de N-

acetyl-cysteine. Une explication possible pourrait etre que le LPS et le TNFa ne sont pas 

des activateurs puissants de la NADPH oxydase des neutrophiles. C'est pourquoi les 

ROS endogenes ne joueraient aucun role, ou tres peu, dans ces processus cellulaires. 

Une autre raison pourrait etre que la N-acetyl-cysteine n'est pas assez puissante pour 

enrayer l'activite de ROS endogenes produites par les neutrophiles vu que ces cellules 

en sont des grands producteurs. A cet egard, nous avons utilise les cellules X-CGD/PLB-

985 differenciees en granulocytes, dans lesquelles gp91phox, un composant du 

complexe NADPH oxydase responsable de la production des ROS, est inactif (Zhen et 

al., 1993; Yu et al., 1999). En consequence, ces cellules ne produisent pas de ROS en 

reponse aux activateurs de la NADPH oxidase (Figure 3.3.3, panneau droit). II est a 

noter que les cellules PLB-985 differenciees avec le DMSO acquierent non seulement 

un phenotype neutrophilique du point de vue de la morphologie, granulosity, et 

marqueurs de surface; mais presentent egalement le meme profil d'expression de 

certaines cytokines et chimiokines (TNFa, IL-8, MlP-la, MIP-lp\ et 1TP-10) et 

d'activation de quelques facteurs de transcription (NF-KB, STAT et AP-1) que les 
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neutrophiles primaires (resultats non-montres). Malgre 1'absence totale de ROS 

endogenes (Figure 3.3.3, panneau droit), nous avons observe que'en reponse au TNFa 

ou au LPS, les cellules X-CGD/PLB-985 differenciees se comportaient de la meme 

fa9on que les cellules parentales. En effet, ces cellules montrent une cinetique 

d'activation du facteur de transcription NF-KB (liaison du NF-KB a l'ADN) ou 

d'activation des promoteurs (pNF-KB-Luc ou pIL8-Luc) similaire. Ces resultats nous 

indiquent que l'activation de NF-KB, ainsi que les reponses en aval de celui-ci, sont 

independantes de la production de ROS endogenes chez les granulocytes humains. Nos 

resultats sont en accord avec ceux de Vollebregt et al. (1998), qui ont rapporte que les 

ROS etaient abondamment produits dans les neutrophiles en phagocytose, et que 

l'activation du NF-KB dans ces conditions demeurait inchangee en presence de divers « 

oxidant scavengers » (catalase exogene, superoxyde dismutase, ou methionine). 

Inversement, le H2O2 exogene n'induisait pas l'activation de NF-KB. En accord avec ces 

resultats, nous avons egalement observe que le H2O2 exogene (jusqu'a 1 mM) n'active 

pas non plus le NF-KB chez les neutrophiles humains (resultats non montres). 

C'est peut-etre justement parce que les neutrophiles sont d'excellents producteurs 

de ROS qu'ils sont si bien proteges contre leurs effets nefastes. A cet egard, il a ete 

rapporte que l'activite specifique de la catalase est au moins 4 fois plus elevee dans les 

neutrophiles que dans les autres phagocytes, et que les fonctions des neutrophiles ne sont 

pas affectees par l'addition d'H202 exogene (Vollebregt et al., 1998). De la meme facon, 

il a ete rapporte que parmi les cellules du sang humain, les neutrophiles expriment un 

niveau eleve d'enzyme methionine-sulfoxyde-reductase qui est implique dans la 
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resistance aux oxydants, en reduisant les methionines sulfoxydes en methionines 

(Pietarinen-Runtti et ah, 2000). Quoi qu'il en soit, il est maintenant evident que ni les 

ROS endogenes ni les ROS exogenes, comme FH2O2, influencent de facon significative 

1'activation de NF-KB et les reponses cellulaires dependantes de celui-ci dans les 

neutrophiles humains. 

D'un point de vue technique, nos resultats montrent que l'approche de 

nucleofection, par opposition a l'electroporation, est particulierement bien adaptee a la 

surexpression transitoire de differentes proteines dans les cellules PLB-985 differenciees 

en granulocytes. En effet, l'efficacite de transfection elevee et le taux de mortalite 

relativement modere nous a permis d'introduire avec succes des plasmides encodant la 

proteine GFP (Figures 3.3.5), la P-galactosidase, ou la PKC dans ces cellules (donnees 

non-montrees). Alors que notre travail etait presque acheve, Boulven et ah (2006) a 

aussi reussi a surexprimer deux sous-unites mutantes de la PI3 kinase dans les cellules 

PLB-985 differenciees en utilisant une approche de nucleofection semblable a celle 

decrite dans cette etude. Bien que les parametres et le tampon de nucleofection utilises 

par Boulven et ah (2006) etaient differents de ceux qui sont utilises dans la presente 

etude, l'efficacite de transfection etait comparable (T. Ear, donnees non publiees). Cette 

derniere etude de meme que nos resutats sotn venus valide l'approche de la transfection 

par nucleofection. Cette approche par nucleofection nous a egalement permit de 

transfecter, avec une bonne efficacite, certains autres types cellulaires comme les lignees 

U937, THP1, Jurkat, et HeLa (T. Ear, donnees non publiees). 
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D'un point de vue fonctionnel, les resultats des experiences ou nous avons 

introduit des constructions de gene rapporteur luciferase dans les cellules PLB-985 

differenciees ont aussi confirme plusieurs observations faites chez les neutrophiles 

primaires. En particulier, l'induction de l'activite d'un gene rapporteur luciferase sous le 

controle du NF-KB est tout a fait semblable a 1'observation que le facteur de 

transcription NF-KB peut etre active dans les neutrophiles humains stimules avec le LPS 

ou le TNF-a (McDonald et al, 1997 et 1998). A l'oppose, ni le LPS ni le TNF-a active 

le gene rapporteur luciferase sous le controle d'AP-1 quand ce dernier est transfecte dans 

les cellules PLB-985 differenciees (donnees non montrees). Cette observation est, 

encore une fois, en accord avec 1'etude par notre laboratoire montrant que le facteur de 

transcription AP-1 n'est pas activable dans les neutrophiles humains (Cloutier et al., 

2003). En somme, il est egalement interessant de mentionner que l'activation du gene 

rapporteur sous le controle du NF-KB, observee dans cette etude, constitue une premiere 

demonstration directe de la capacite d'un facteur de transcription a transactiver un gene 

en aval dans les granulocytes humains. Ceci ouvre la voie a des etudes de promoteurs 

plus approfondies avec des promoteurs de genes precoces. 
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CHAPITRE V- CONCLUSION 

Les neutrophiles influencent l'immunite innee et adaptative en generant de 

nombreux mediateurs inflammatoires, notamment des cytokines et des chimiokines 

(Lloyd et Oppenheim 1992; Cassatella, 1995 et 1999; Bennouna et al, 2003; Wittamer 

et al., 2005; van Gisbergen et al., 2005; Nathan, 2006; Appelberg, 2007). Bien qu'elle 

ne fut pas encore bien caracterisee chez les neutrophiles humains, la regulation de 

1'expression de certaines cytokines et chimiokines depend, dans plusieurs types 

cellulaires, de l'activation d'un facteur de transcription appartenant a la famille NF-

KB/Rel. Malgre la caracteristique inhabituelle des neutrophiles humains d'exprimer de 

facon constitutive une quantite importante des proteines NF-KB et iKBa dans le 

cytoplasme et le noyau, nous avons voulu determiner si d'autres elements de la voie de 

signalisation du NF-KB pouvaient etres localises et actives dans ces deux compartiments 

cellulaires. De plus, nous avons voulu determiner si l'activation de cette voie est requise 

pour la production de certaines cytokines et chimiokines par les neutrophiles humains. 

Les resultats presentes dans le present projet de recherche montrent que : 

- l'activation du NF-KB est requise dans la production du TNF-a, de l'IL-8, du 

MlP-la et du MIP-1(3 par des neutrophiles humains. 

- IKKa, IKK|3, et IKKy sont constitutivement exprimees a la fois dans le 

cytoplasme et le noyau des neutrophiles, alors que les kinases reliees a IKK (IKKE et 

TBK-1) et NIK sont strictement cytoplasmiques et nucleaires, respectivement. En 
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reponse au TNF-a ou LPS, IKK(3 et IKKy deviennent transitoirement phosphorylees, 

tandis que l'expression d'IKKa disparait temporairement de ces deux compartiments 

cellulaires. La phosphorylation de RelA et d'lKBa ainsi que la degradation de cette 

derniere induite par le TNF-a ou le LPS peuvent egalement se produire dans les deux 

compartiments. Le complexe IKK peut s'associer a la chromatine dans les neutrophiles 

actives. Cette association represente probablement une propriete des isoformes 

nucleaires d'IKK puisque ces derniers ne semblent pas faire de navette entre le 

cytoplasme et le noyau. 

- TAK1, TAB1 et TAB2 sont constitutivement exprimees dans le cytoplasme et 

le noyau des neutrophiles humains. TAK1 est associee de facon constitutive avec les 

proteines TAB1 et TAB2, ainsi qu'avec les sous-unites du complexe IKK. Cette 

association est inchangee suivant la stimulation des neutrophiles. En reponse au TNF-a 

ou au LPS, TAK1 devient rapidement et transitoirement activee. L'inhibition de 

l'activite kinase de TAK1 a empeche la phosphorylation de IKKa/p\ de RelA et la 

degradation d'lKBa dans le cytoplasme et le noyau. La capacite de liaison a l'ADN de 

NF-KB, ainsi que l'expression et la secretion de certaines cytokines et chimiokines 

induites par le TNF-a ou le LPS fut egalement bloques par l'inhibition de TAK1. La 

phosphorylation dTKKy, induite par le TNF-a, est partiellement regulee par TAK1, 

alors que la phosphorylation dTKKy, induite par le LPS, exige une autre kinase. 

- les ROS endogenes, ou exogenes, n'ont pas d'incidence sur l'activation de NF-

KB et sur les reponses cellulaires dependantes de celui-ci dans les neutrophiles humains 
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primaires. Des resultats similaires ont ete obtenus avec la lignee promyelocytaire PLB-

985 differenciee en granulocytes. 

Collectivement, l'activation de IKK, la degradation d'lKBa, et la 

phosphorylation de RelA sont tous des processus qui peuvent avoir lieu dans le noyau, 

en plus du cytoplasme des neutrophiles humains. La TAK1 est une MAP3K en amont 

qui est impliquee dans l'activation des cascades IKK/IKB/NF-KB cytoplasmique et 

nucleaire dans les neutrophiles humains. L'activation du NF-KB est independante des 

ROS endogenes chez ces cellules primaires. 

Un important domaine de l'immunologie et de la recherche sur 1'inflammation 

s'articule autour de la question de savoir comment les leucocytes regulent les genes des 

reponses precoces, tels que ceux qui codent pour les cytokines et les chimiokines, en 

reponse a des changements dans les signaux inflammatoires environnementaux. 

Cependant, notre comprehension sur la regulation de 1'expression des cytokines par les 

neutrophiles demeure, a ce jour, fragmentaire en depit d'un certain nombre de preuves 

montrant que les neutrophiles jouent un role dans la production de cytokines des les 

premieres etapes des reponses inflammatoires et immunitaires. De plus, les neutrophiles 

sont des participants importants dans le developpement plusieurs pathologies. Ainsi, une 

meilleure comprehension sur les mecanismes qui regulent cette reponse des neutrophiles 

represente une voie d'etudes importante dans le traitement contre ces pathologies. Dans 

ce contexte, nos resultats ont apporte la connaissance des principaux elements de la voie 

de signalisation qui menent a la secretion de cytokines et de chimiokines chez les 
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neutrophiles humains. lis peuvent done etre exploites comme cibles potentielles dans le 

developpement d'une intervention therapeutique dans le cas des conditions 

physiopathologiques. En particulier, celles qui sont connues pour etre influencees par les 

neutrophiles, y compris, mais sans s'y limiter, l'arthrite, la goutte, le lupus et les maladies 

pulmonaires comme l'asthme severe et la fibrose kystique. 
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CHAPITRE VI- PERSPECTIVES 

La mise en evidence d'une cascade IKK/IKB/NF-KB nucleaire ajoute une 

nouvelle facette a notre comprehension de l'activation de NF-KB, et de la biologie des 

neutrophiles. II reste beaucoup a apprendre sur l'activation de NF-KB dans les 

neutrophiles. Ce modele cellulaire represente sans aucun doute un modele cellulaire 

unique pour etudier ce processus fondamental. 

Tout d'abord, la demonstration que la phosphorylation du complexe IKK et de 

RelA sur la S536 peut etre induite par le TNF-a ou le LPS laisse la porte ouverte a la 

possibilite que d'autres stimuli tels que l'IL-1, LTL-15, 1TL-18, le PAF, le LTB4, le 

fMLP ou le GM-CSF amenent aussi cette phosphorylation. Des experiences semblables 

pourraient etres effectues afin de determiner si la phosphorylation de RelA peut avoir 

lieu sur d'autres acides amines comme la S529. La phosphorylation de ce residu est 

connue pour moduler le potentiel de transactivation de NF-KB. Dans le meme ordre 

d'idees, la determination de l'etat d'acetylation de RelA, en reponse aux divers stimuli, 

serait egalement interessante. En effet, il est connu, qu'en plus de phosphorylation de 

RelA, l'acetylation de celui-ci est egalement arrive a une activite transcriptionnelle 

accrue (Schmitz et al., 2001; Chen et Greene, 2004; Viatour et al, 2005; Perkins, 2006). 

Nous avons presente des preuves indirectes d'une association inductible de 

l'ensemble des trois composants du complexe IKK a la chromatine. Des etudes 

d'immunoprecipitation de la chromatine (ChIP assay) seront requises pour confirmer 
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une telle association chez les neutrophiles humains. Cette approche va egalement nous 

en apprendre davantage dans un contexte in vivo chez les neutrophiles humains quant a 

la participation reelle de certains facteurs de transcription dans 1'induction de 

1'expression de genes specifiques. Ces donnees viendraient confirmer nos resultats 

actuels qui ne presentent qu'une correlation entre l'activation de facteurs de transcription 

et l'induction de l'expression genique. 

Bien que l'expression de la proteine IKBO: soit connue aussi bien dans les 

neutrophiles que dans d'autres types cellulaires, l'expression des autres isoformes (p\ y, 

E, et Q de cette famille sont non documented pour les neutrophiles humains. II serait 

interessant determiner le profil d'expression de ces isoformes dans les neutrophiles, de 

caracteriser les membres de la famille NF-KB/Rel interagissent avec ces isofomes. 

Finalement, de determiner leurs roles sur les fonctions des neutrophiles. Par exemple, 

Vancurova et al. (2001) a propose une correlation entre la presence nucleaire d'lKBa et 

l'apoptose constitutive des neutrophiles. Pourtant, dans des conditions ou la survie des 

neutrophiles est prolongee, en autre en presence de GM-CSF ou de dexamethasone, la 

proteine IKBCC nucleaire n'est pas degradee. Ces resultats suggerent done que d'autres 

elements, tel qu d'autres isoformes de IKB, OU processus sont egalement impliques. 

L'etude actuelle pourrait etre complete par utilisation d'inhibiteurs differents 

visant d'autres kinases, des formes mutantes dominantes negatives ou des essais 

d'interference d'ARN (siRNAs) visant les divers isoformes de MEKKs. Ces etudes nous 

permettraient de clarifier si MEKK1 ou MEKK3 ou un autre isoforme est implique dans 
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1'activation de IKK dans les neutrophiles humains. De facon semblable, nos resultats 

montrent que la kinase TAK1 est impliquee dans 1'activation de la cascade de 

signalisation IKK/IKB/NF-KB. On pourrait eventuellement confirmer ces resultats en 

surexprimant un dominant negatif de TAK1, ou en utilisant la technique siRNA ciblant 

cette kinase) de TAK1 dans les cellules PLB-985 differenciees en granuclocytes ou, 

encore plus interessant, dans les neutrophiles primaires si Ton parvient a les transfecter. 

La mise au point des conditions de transfection des neutrophiles humains en utilisant la 

technique de nucleofection est envisagee. Des etudes preliminaries sont actuellement en 

cours dans le laboratoire pour mettre au point cette technique. 

Hierarchiquement, les mecanismes par lesquels la TAK1 est activee chez les 

neutrophiles humains sont encore, a ce jour, inconnus. A cet egard, nous envisageons de 

caracteriser les molecules connues pour agir en amont de TAK1 comme les proteines 

IRAKs, TRAFs, ou PKC. Par ailleurs, il est de plus en plus evident que 

l'ubiquitinylation est un processus de modification post-traductionnelle qui joue un role 

important dans l'activation des molecules de signalisation. A ce propos, il serait 

interessant de determiner quels sont les composantes de la voie de signalisation de NF-

KB qui deviennent ubiquitinyles suite a une activation des neutrophiles humains. 

Un autre aspect important dans la regulation du complexe IKK, c'est le 

mecanisme qui determine son inactivation rapide suivant sa stimulation initiale. Quoique 

quelques candidats comme les phosphatases PP2A et PP2C(3 (DiDonato et ah, 1997; 

Prajapati et ah, 2004) ou encore les enzymes de deubiquitinylation CYLD 
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(Cylindromatosis protein) (Brummelkamp et al, 2003; Yoshida et al, 2005; Reiley et 

al, 2005; Kray et al, 20005) et A20 (Lee et al, 2000; Boone et al, 2004; Wertz et al, 

2004) soient rapportes comme etant impliques dans le controle negatif de 1'activation de 

ce complexe, ce champ de recherche n'a pas encore ete explore dans les neutrophiles 

humains. 

En somme, les suites possibles des projets decrits dans cette these ne manquent 

pas, et promettent un avenir excitant. 
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