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SOMMAIRE

Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) constituent une arme
primordiale dans la défense de I’hdte. Ceci, est dfi & leur intervention rapide lors
des agressions externes. En effet, les PMN sont les premiéres cellules a €tre
recrutées au site d’infection ou de blessure. Les neutrophiles peuvent avoir
différentes cibles notamment, les bactéries, les champignons, les cellules
tumorales et les cellules infectées par des virus. La fonction principale des PMN
est la phagocytose, leur effet bactéricide fait intervenir des mécanismes oxydatifs
et d’autres non oxydatifs. En plus les neutrophiles jouent un rdle clé dans

I’inflammation.

Toutefois, les PMN peuvent aussi causer des dommages tissulaires a
I’héte. Effectivement, les neutrophiles sont impliqués dans diverses pathologies
liées & des processus d’inflammation chronique. C’est le cas par exemple de
certaines maladies autoimmunes telle 1’arthrite rhumatoide. Les 1ésions tissulaires
engendrées par les PMN sont en grande partie dues a la sécrétion de leurs produits
cytotoxiques dans le milieu extracellulaire. Les processus destructifs qui ont lieu
lors des réactions inflammatoires chroniques sont régulés par diverses cytokines et

induits par des effets combinés de médiateurs tels les dérivés d’oxygene et les

enzymes protéolytiques.

Comme toutes les autres cellules du systéme immunitaire, les neutrophiles
nécessitent 1'intervention de cytokines et de facteurs de croissance pour la
modulation de leur survie et leur activation. Ces médiateurs peuvent étre secrétés
par les cellules avoisinantes. En effet, les PMN peuvent interagir avec différentes
cellules notamment, les lymphocytes, les plaquettes, les cellules endothéliales, les
macrophages, et les fibroblastes. Ces communications intercellulaires sont
indispensables au bon déroulement de la réponse immunitaire. Tout déréglement

dans ce vaste réseau d’interactions peut s’avérer néfaste pour I’hdte.



Dans cette thése, nous avons voulu étudier 1'impact des interactions
cellulaires (neutrophiles/synoviocytes et neutrophiles/macrophages) sur la
modulation de la survie et de I’activation des PMN. De méme, nous avons voulu
élucider certains aspects de ’implication des neutrophiles et des synoviocytes

dans des désordres immunopathologiques telle I’arthrite rhumatoide.

Nous avons d’abord établi des co-cultures; neutrophiles/synoviocytes et
neutrophiles/RAW264.7 (lignée macrophagique). Nos résultats ont démontré que
ces cocultures entrainaient une augmentation de la survie des PMN (68% =+ 4.2,
72% =+ 3.3, 50% =+ 3.2). En plus, les milieux conditionnés (MC) générés a partir
des cultures des synoviocytes et des RAW264.7 prolongeaient aussi la survie des
neutrophiles (60.7% + 4.6, 58.5% = 3.44, 45% + 3.07) . De méme, ces MC
pouvaient aussi affecter l’activation des PMN en stimulant la respiration
oxydative et la phagocytose. Ceci signifie que les synoviocytes et les RAW264.7
sécrétent un ou des facteur (s) soluble (s) capable (s) de moduler la survie et
’activation des PMN. En outre, ce ou ces facteur (s) est (sont) stable (s) a la
chaleur et & des traitements enzymatiques. A 1’aide d’anticorps monoclonaux nous
avons démontré que ce/ces facteur (s) est différent de I’IL-1, I’'IL-8, le GM-CSF
et du TGF-B1. Nous avons aussi étudié 1’effet du TGF-B1 sur les neutrophiles.
Nous avons alors démontré que le TGF-B1 est un facteur chimiotactique puissant
pour les PMN, ce qui le distingue du facteur sécrété par les synoviocytes, De plus,

le TGF-B1 active les neutrophiles en stimulant la respiration oxydative et la

phagocytose.

Afin de mieux caractériser le (s) facteur (s) sécrété (s) par les
synoviocytes, nous avons procédé a des techniques de purification. Ainsi, grice a
la centrifugation ultradifférentielle et aux analyses chromatographiques (FPLC) et
d’électro-phorése, nous avons pu obtenir le facteur dans un état semi-pur. Notre
étude a démontré que ce facteur a un poids moléculaire approximatif de 240 kD et

qu’il active les PMN en stimulant la phagocytose et la respiration oxydative.
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En plus, nous avons démontré que la prolongation de la survie des PMN
par ce facteur est associée & une diminution de 1’apoptose. Effectivement, le
facteur sécrété par les synoviocytes réduit significativement la mort cellulaire
programmée (PCD) des neutrophiles (33% =+ 2, 45% =+ 2.5). Dans le but de
comprendre comment ce facteur affecte 1’apoptose, nous avons €tudié son effet
sur ’expression de Bcl-2 et de Fas chez les PMN. Nos résultats ont démontré que
I'incubation des neutrophiles avec ce nouveau médiateur entrainait une diminution
de l'apoptose, de méme qu'une augmentation de 1’expression de Bcl-2 au niveau
des PMN. Toutefois aucune différence significative n'a été décelée dans
’expression de Fas. Ceci signifie que la diminution d’apoptose observée pourrait

étre due a une augmentation d’expression de Bcl-2.

Tous les résultats obtenus durant cette étude démontrent que les
interactions cellulaires entre les neutrophiles et les synoviocytes jouent un rdle
important dans la réaction inflammatoire. En effet, les synoviocytes sécrétent un
facteur qui prolonge la survie et induit I’activation des PMN. Ce phénomeéne peut
étre utile pour la réponse immunitaire, mais il peut aussi étre néfaste pour
I’organisme dans certaines pathologies. Cette étude élucide certains aspects du
rble que peuvent jouer les neutrophiles et les synoviocytes dans des maladies, plus

précisément dans le cas de I'arthrite thumatoide.
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Introduction
Généralités

Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) jouent un rdle important dans
la défense de I’hote contre I’infection par les microorganismes et dans les
réactions inflammatoires. En effet, ces cellules peuvent participer directement a
’induction, la régulation et I’expression de la réponse immunitaire spécifique, en
méme temps qu’elles assurent 1'immunité non spécifique. Les neutrophiles
représentent 60 a 70% des leucocytes du sang, et sont caracterisés par un noyau
multilobé et des granules cytoplasmiques. Ces derniers sont groupés en 3
catégories, les granules primaires (azurophiles), les granules secondaires
(spécifiques) et les granules tertiaires. Les granules contiennent des enzymes et
des protéines qui participent & plusieurs fonctions de ces cellules. Les PMN se
différencient & partir de cellules souches myéloides selon un tronc commun avec
les lymphocytes/macrophages (GM-CFU). Ensuite, ils se différencient en lignées
indépendantes (G-CFU) sous linfluence d’un ensemble de cytokines, en
particulier I’'IL-3, le GM-CSF a [D’état basal, le G-CSF et I'IL-8 lors des
stimulations d’origine périphérique. La demi-vie des neutrophiles ayant quitté la
moélle osseuse est de ’ordre de 4 & 10 heures. C’est pourquoi, ils ont un taux de
renouvellement trés élevé afin de maintenir un nombre stable de neutrophiles
circulants. Un adulte normal génére approximativement 10" neutrophilés par jour

(Smith, 1994).

Les neutrophiles constituent une arme indispensable 4 la défense contre les
microorganismes & réplication extracellulaire, principalement les bactéries et les
levures. Ils interviennent aussi dans les lésions tissulaires des reactions
immunopathologiques mettant en jeu le complément et les anticorps. La
principale fonction des PMN est la phagocytose, laquelle s’accomplit selon
différentes étapes. Effectivement, avant d’aboutir a I’élimination du pathogéne,

les neutrophiles doivent migrer au site d’infection en réponse a un signal



chimiotactique généré dans le tissu affecté. Ce signal peut étre induit par des
facteurs produits par les cellules ou par les bactéries. Les principaux agents
chimiotactiques sont; FMLP, LTB4, C5a, IL-8, ENA-78, GROa, B et y, PF-4,
PDGF, et le TGFB1. Une fois au site d’infection, les PMN commencent le
processus de phagocytose. Ceci peut se faire directement ou bien par
I’intermédiaire des récepteurs du complément CR1 (CD35), CR3 (CD11b/CD18)
et du fragment Fc (CD32 et CD64). En effet, ces récepteurs permettent la fixation
des particules opsonisées par le complément et les anticorps et leur destruction de

fagon trés efficace par les neutrophiles.

La mort intracellulaire des microorganismes implique généralement I’initiation
du processus de la respiration oxydative avec la libération des métabolites
oxygénés toxiques tel I’hypochlorite (OCL’), le superoxide anion (Oz ), le
radical hydroxyl (OH), et le peroxyde d’hydrogéne (H,0,). D’autres mécanismes
de destruction des pathogénes peuvent intervenir aussi lors d’une infection. C’est
le cas des peptides sécrétés A partir des granules contenus dans les phagosomes.
La dégranulation constitue un processus de bactéricidie indépendant de I’oxygene.
En effet les granules cytoplasmiques des neutrophiles contiennent des enzymes et
des protéines qui peuvent étre fatales pour de nombreuses bactéries. Parmi ces
protéines et enzymes, on cite: les défensines, les protéines cationiques, la BPI
(bacterial permeability increasing protein), le lysozyme, la lactoferrine, les
hydrolases acides (protéases, nucléases), la cathepsine G ainsi que la collagénase.
Toutes ces molécules sont capables de participer d’une fagon trés efficace a la
lutte contre les infections mais malheureusement certaines d’entre elles sont

capables aussi d’altérer sérieusement les tissus de 1’héte.

L’accumulation et ’activation des neutrophiles dans les tissus sont contrdlées.
Ceci a pour but de permettre au processus inflammatoire de se dérouler normale-
ment sans causer des dommages tissulaires. Toutefois, il peut arriver que le

mécanisme de contrdle faille 4 sa tiche entrainant ainsi une réponse exagérée ou



illimitée des neutrophiles activés. En conséquence, ceci peut induire des

dommages tissulaires qui peuvent étre néfastes pour 1’hdte.

Plusieurs facteurs de croissance et cytokines peuvent agir sur les neutrophiles
et affecter ainsi tant leur survie que leur recrutement et/ou activation. Parmi ces
facteurs on cite, le GM-CSF, le G-CSF, I'IL-1, I'IL-2, 'IL-3, I'IL-8, PDGF,
GRO,, TGF-Bl, ENA-78. Ces cytokines peuvent étre sécrétées dans le
microenvironement des neutrophiles au site inflammatoire par les cellules
avoisinantes ou par les neutrophiles eux méme. En effet, lors d’une reaction
inflammatoire, les PMN peuvent interagir avec différents types de cellules
notamment, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les macrophages,
les synoviocytes, les fibroblastes et les lymphocytes. Les interactions directes ou
indirectes avec ces cellules permettent aux neutrophiles d’accomplir efficacement

leur tache de phagocytes.

L’action des cellules avoisinantes est trés importante, puisqu’elle permet
d’induire et de réguler le processus inflammatoire. Cet effet sur les neutrophiles
peut se manifester de différentes maniéres. Effectivement, par le biais des
cytokines et des facteurs de croissance sécrétés dans le microenvironement des
neutrophiles, les cellules avoisinantes peuvent, soit induire une augmentation de
survie, soit au contraire déclencher le processus d’apoptose. De plus, elles
peuvent entrainer une augmentation ou une inhibition du recrutement et de
1’activation des PMN. Ceci est dans le but de contrdler le processus inflammatoire
et de lui permettre de se dérouler dans de bonnes conditions pour une meilleure

protection de ’h6te contre les réactions immunopathologiques.



I- Le neutrophile

1- Ontogénie

Les neutrophiles, comme la plupart des autres cellules du systeme immunitaire,
ont une origine hématopoiétique. L’hématopoicse correspond & un processus
physiologique spontané dont le bon déroulement et la régulation dépendent des
interactions qui ont lieu dans la zone médullaire. Ce processus se déroule suivant
différentes étapes qui aboutissent & la différenciation et la maturation cellulaire.
Durant ces différents stades d’hématopoitse, les cellules subissent des
modifications phénotypiques et commencent & exprimer certaines molécules
membranaires. De plus, elles acquiérent certaines propriétés fonctionnelles.
L’ hématopoiése est controlée par les cytokines et les facteurs de croissance qui
sont libérés dans le microenvironnement médullaire. En effet, ces cytokines et
facteurs de croissance peuvent stimuler trés activement 1’hématopoiése lors d’un
processus de défense contre une agression externe. Ceci entraine une activation
des cellules souches myéloides permettant ainsi une augmentation de la

production des cellules nécessaires 4 la réponse immunitaire correspondante.

La différenciation des neutrophiles se fait a partir des cellules souches
myéloides selon une voie commune avec les lymphocytes/macrophages: GM-
CFU (Granulocytes/Macrophages- Colony-Forming Unit) (Gordon, 1994). Puis,
ils se différencient en lignées indépendantes; G-CFU (Granulocytes-Colony
Forming-Unit) (figurel). Ces derniéres se différencient a leur tour en neutrophiles
matures. Les différents stades de développement du neutrophile donnent naissance
successivement aux : myéloblastes, promyélocytes, myélocytes, métamyelocytes,
les cellules bandes et enfin aux polymorphonucléaires neutrophiles (figure2). Au
cours de son développement, le neutrophile acquiert progressivement ses
propriétés fonctionnelles notamment 1’expression des récepteurs membranaires,
]’apparition progressive des différents granules, la capacité de migrer et de

détruire les agents pathogénes. Ainsi, un neutrophile dont la maturation est



complétée, doit étre capable de quitter la circulation sanguine et entrer dans les

tissus ou sa présence est requise.

Ces étapes de différenciation sont contrlées par un ensemble de cytokines
dont on cite les principales; I'IL-3, le GM-CSF, le G-CSF (Cairo, 1991a;
Campbell ez al., 1992; Smith, 1994; Vancheri ef al., 1991). Effectivement, le GM-
CSF peut étre synthétisé et sécrété par divers types de cellules notamment les
lymphocytes T, les macrophages, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Le
GM-CSF stimule la prolifération des cellules souches (les CFU-GM), augmente le
métabolisme oxydatif des neutrophiles, la chimiotaxie, la dégranulation ainsi que
I’ADCC (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) (Wong et al., 1985). Le G-
CSF peut étre produit par différentes cellules dont les monocytes et les
macrophages constituent une source majeure; il peut étre aussi produit par les
cellules endothéliales et les fibroblastes. Il stimule la prolifération des cellules
souches (les CFU-G) et augmente la chimiotaxie et ’ADCC des neutrophiles
(Welt et al., 1987). L’IL-3 produite principalement par les lymphocytes T, agit
surtout 4 des stades précoces de la différenciation et augmente la prolifération des

précurseurs myéloides (Yang et al., 1986).
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Figure 1. Développement des cellules sanguines matures & partir de la cellule
souche pluripotente. CFU-GEMM (Colony-Forming Unit for Granulocytes,
Erythrocytes, Monocytes, and Megakaryocytes), CFU-Mk (colony-forming unit
for megakaryocytes), CFU-E (colony-forming unit for erythrocytes), CFU-GM
(colony-forming unit for granulocytes and monocytes), CFU-G (colony-forming

unit for granulocytes), CFU-M (colony-forming unit for monocytes).
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Figure 2. Les différents stades de développement du neutrophile. A partir du
stade G-CFU, les cellules se différencient successivement en myéloblastes,
promyéolocytes, myélocytes, métamyélocytes, neutrophiles en bande et

neutrophiles matures.




2- Survie / Apoptose

Les neutrophiles ont une durée de vie limitée, leur demi-vie dans la circulation
sanguine est de 4 3 10 heures (Smith, 1994). Cette limite de survie explique le
taux élevé de renouvellement de ces cellules. En effet, un adulte normal peut
produire approximativement 10'! neutrophiles par jour qui vont quitter la moélle
osseuse pour se rendre dans la circulation sanguine. La survie des neutrophiles est
régulée par différentes cytokines et facteurs de croissance notamment ’IL-2, I'IL-
6, le GM-CSF, le G-CSF, le TGFp; (Adachi ef al., 1993a,1993b, et 1994; Cairo et
al., 1991b et 1991c; Colotta et al., 1992; Lagraoui et Gagnon, 1996; Pericle et al.,
1994).

Aprés une période limitée, et en absence de facteurs de croissance appropries
les neutrophiles meurent. Cette mort cellulaire peut se faire dans certains cas par
nécrose mais dans la plupart du temps par apoptose (mort cellulaire programmée :
PCD) (Cox, 1995; Grigg et al., 1991; Pericle et al., 1994; Whyte et al., 1993). Les
cellules qui ont entamé ’apoptose vont étre reconnues et phagocytées par les
macrophages, et ce, afin de protéger les tissus avoisinants des dommages qui
peuvent &tre causés par le contenu des neutrophiles (Savill et al., 1989; Whyte et
al., 1993). Effectivement, la mort des PMN par nécrose peut étre tres néfaste pour
les tissus de I’hote. La nécrose peut étre induite par différents facteurs tel les
poisons, les agents infectieux et le manque d’oxygéne. Ce type de mort cellulaire
se caractérise par un gonflement de la membrane cellulaire, laquelle se rompt et

entraine la libération du contenu des granules dans le milieu extracellulaire.

Les granules des neutrophiles contiennent une grande variété de derivés et
d’enzymes lytiques. Ces substances toxiques, quand elles sont sécrétées a
’extérieur de la cellule endommagent les tissus environnants et déclenchent une
réaction inflammatoire. Toutefois, dans les conditions normales le contenu des
granules sert a protéger 1’organisme contre les agressions externes notamment

contre I’invasion des microorganismes et ce, sans nuire aux tissus de 1’héte.



La mort cellulaire programmée est donc un processus qui sert a éviter
’autodestruction de 1’organisme par ses propres cellules. L’apoptose est un
phénomeéne biologique essentiel a la résolution des processus inflammatoires
(Colotta et al., 1992; Haslett, 1992; Savill et al., 1989). Les principales
caractéristiques de ce phénoméne sont: la disparition des microvillosités et la
rétraction en sphére de la cellule, la condensation de la chromatine qui se
fragmente par la suite, ainsi que la formation de corps apoptotiques grace aux
invaginations de la membrane cytoplasmique (Figure3). Les corps apoptotiques
ainsi formés vont &tre phagocytés par les macrophages (Savill et al., 1989; Savill,

1992; Meszaros et al., 1999).
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Apoplesis

Figure 3. Schéma illustrant les principales étapes de la mort cellulaire
programmée. Les caractéristiques fondamentales de I’apoptose sont: 1) la
rétraction en sphére de la cellule, 2) la condensation et la fragmentation de la
chromatine, 3) la formation des corps apoptotiques. (Figure provenant du
catalogue de Boehringer Mannheim, apoptosis and cell proliferation, 2" edition,

1998).
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Plusieurs médiateurs d’inflammation peuvent réguler le phénomene
d’apoptose. Parmi ces facteurs; le GM-CSF, le G-CSF, I'IL-1, I'IL-2, I’IL-6, le
FMLP, le C5a et le LPS inhibent I’apoptose des PMN ( Biffl et al., 1995; Brach et
al., 1992; Yamamoto et al., 1993). Des études ont démontré que I’IL-2 inhibe la
PCD des neutrophiles en activant la synthése de nouvelles protéines et d’ARN
(Pericle et al., 1994). D’autres mécanismes peuvent aussi réguler 1’apoptose, telle
I'interaction des molécules Fas/Apo-1 et les récepteurs du TNF (TNFR) avec
leurs ligands respectifs (FasL) et le TNF, qui induisent I’apoptose via un signal de
transduction. En outre, la famille de Bcl-2 est aussi impliquée dans la modulation
de la PCD (Biancone et al., 1997; Halaas et al., 1998; Itoh et al., 1993; Liles et al.,
1996). Ainsi, Bcl-2 et Bcel-xp inhibent I’apoptose alors que Bcl-xs et Bax
I’induisent (Yang et al., 1995). Fas/Apo-1 appartient a la famille de TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptor), et son ligand (FasL) est un membre de la
famille du TNF (Tumor Necrosis Factor) (Itoh et al., 1993). La protéine Fas est
exprimée sur plusieurs types cellulaires alors que l'expression de son ligand
(FasL) est plus limitée (Conrad Liles et al., 1996). L'importance biologique du
systétme Fas/ FasL a été démontrée lors des études des lymphocytes T et plus
précisément lors des études de la délétion clonale des lymphocytes T
autoreactives. Fas L peut induire la mort cellulaire de deux fagons: autocrine et
paracrine. Ainsi, l'interaction de FasL avec Fas & la surface cellulaire induit un
signal de transduction qui peut entrainer le suicide des lymphocytes T d'une fagon
autocrine. En outre, les Iymphocytes T cytotoxiques utilisent FasL comme
molécule effectrice de la mort cellulaire dans leur stratégies de destruction des
cellules cibles, agissant ainsi d'une maniére paracrine (Conrad Liles et al., 1996).
Bcl-2 (B cell lymphoma/leukemia-2) est un protooncogeéne qui encode pour une
protéine mitochondriale, laquelle inhibe I’apoptose (Carson et al., 1994; Raff et
al., 1993; Reed et al., 1991; Schneider et al., 1997; Silvermann et al., 1993). Cette
protéine peut inhiber l'apoptose de différentes fagons notamment: son action
antioxydante sur les dérivés oxygénés et son pouvoir d'inhibition de certaines

protéases a cystéine (Martinou, 1995; Zamzami et al., 1998). Par ailleurs, il existe



12

un homologue de Bcl-2: la protéine Al et qui est aussi impliquée dans le
processus de la PCD. Cette molécule est exprimée par différentes cellules
notamment: les neutrophiles (Chuang et al., 1998; Orlofsky et al, 1999).
L'expression de Al peut étre induite dans les cellules endothéliales par certaines
cytokines inflammatoires telles 1TL-1B et le TNF-a (Karsan et al., 1996a).
Différentes études ont démontré que Al peut inhiber la mort cellulaire
programmée de certains types cellulaires tels les neutrophiles et les cellules

endothéliales (Hamasaki et al., 1998; Karsan et al,. 1996b).

A ces modulateurs s’ajoute la famille des caspases (Cysteinyl Aspartate-
specific Proteinase) ou ICE- protéases (Interleukinlp- Converting enzyme- like
protéases : ICE-like proteases). Ces derniéres jouent un rdle important dans le
processus d’apoptose (Alnemri et al., 1996; Chinnaiyan et al., 1995; Muzio et al.,
1996). En effet, différentes études ont démontré que I’activation des caspases
induit I’apoptose. Les caspases sont des protéases a cystéine qui sont caractérisées
par leur spécificité de clivage aprés les résidus d’acide aspartique (Cohen, 1997;
Nicholson et Thomberry, 1997). Ces protéines sont synthétisées sous forme de
proenzymes inactifs. Elles sont activées suite au clivage au niveau de sites
spécifiques contenant 1’acide aspartique. L’activation des caspases peut se
dérouler selon une cascade de protéolyse. Ainsi, certaines caspases peuvent étre
activées par d’autres caspases, de méme que par d’autres protéases qui ont la
méme specificité. De plus, certaines caspases peuvent étre activées par
autoprotéolyse. L’activation des caspases durant 1’apoptose entraine le clivage des
substrats cellulaires, notamment la poly (ADP-ribose) polymerase et les lamines.

Ceci, precipite les changements morphologiques qui ont lieu au cours de la PCD.

Par ailleurs, les caspases peuvent étre inhibées par différentes substances,
notamment le CrmA (cytokine response modifier A). C’est un facteur du virus
cowpox, il facilite ’infection virale en inhibant la réponse inflammatoire de I’héte
et 1’apoptose. Le CrmA peut inhiber les caspases 1 et 3. Un autre inhibiteur des

caspases est représenté par la p35; une protéine de 35 kDa du bacculovirus. La
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p35 inhibe les caspases 1-4. En outre, le XIAP; un membre de la famille IAP
(inhibitor of apoptosis) peut aussi inhiber certaines caspases telles les caspases 3
et 7. Contrairement a la p35 et le CrmA, le XIAP est un suppresseur endogene de

la mort cellulaire programmée. On dénombre au moins dix membres dans la

famille des caspases.

La premiére protéase qui a été identifiée est la caspase-1 ou ICE. C’est une
protéase qui clive le précurseur inactif de I'IL-1B (pro-IL-1pB, 31kD) au niveau du
site Asp-116-Ala-117. Ceci entraine la génération de la forme mature et active de
I’TL-1PB (17kD). Cette cytokine joue un rdle clé dans I’inflammation. Des études
ont démontré que Bcl-2 inhibe la PCD grace a son activité antioxydante et a son
effet inhibiteur sur les protéases a cystéine ICE (Martinou, 1995). Le phénomene
d’apoptose est un processus complexe, il fait intervenir différents mécanismes de
régulation telle ’action des cytokines et des facteurs de croissance de méme que
celle des protooncogénes (figure 4). C’est un mécanisme physiologique essentiel
qui permet d’éliminer les neutrophiles du site d’inflammation, et de résoudre ainsi

efficacement les réactions inflammatoires.
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Figure 4. Schéma simplifié de certaines voies de régulation de I’apoptose.
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3- Les granules

Les PMN présentent deux principaux mécanismes de bactéricidie. Le premier
est un mécanisme dépendant de I’oxygene. Il fait intervenir des enzymes comme
la myéloperoxydase des lysosomes et entraine la production de dérivés toxiques
de I’oxygéne tel I’acide hypochloreux. Le second mécanisme est indépendant de
I’oxygéne. Il met en jeu des enzymes telles les hydrolases acides. Ces deux voies
de bactéricidie ont un outil commun. Ce dernier est représenté par les granules.
Effectivement, les granules contiennent une grande variété d’enzymes qui peuvent
étre utilisées par 1’un ou I’autre des mécanismes de bactéricidie. (tableau-1)

Les granules des neutrophiles sont groupés en trois classes; les granules primaires
ou azurophiles, les granules secondaires ou spécifiques et les granules tertiaires.
Ces trois classes se distinguent entre elles par leur contenus et par leur ordre

d’apparition chez les neutrophiles.
3-1 Les granules primaires (azurophiles)

Les granules primaires sont les premiers & se former chez le neutrophile au
cours de son développement et sa différenciation. Elles renferment différentes
enzymes dont on cite les principales; les hydrolases acides, les protéinases

neutres, et les protéines cationiques.

Les hydrolases acides agissent 4 pH acide et sont représentées par differentes
enzymes. Parmi ces derniéres, il y a les cathepsines B et D qui peuvent dégrader
la fibronectine ainsi que d’autres glycoprotéines de la matrice extracellulaire. En
plus, la cathepsine D a un effet bactéricide. (Barrett et al., 1982; Ichimanu et al.,

1990; Lesser et al., 1992; Trabandt et al., 1991).

Les protéinases neutres ont une activit¢é optimale & pH neutre. Elles sont
représentées par la myéloperoxydase, 1’¢élastase et la cathepsine G. Cette derniére

peut étre bactéricide. L’€lastase et la cathepsine G peuvent degrader des protéines
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de la matrice extracellulaire telles I’élastine et le collagéne. Elles peuvent aussi
cliver certaines protéines tel le complément et les immunoglobulines. La
myéloperoxydase a un effet bactéricide trés efficace. En effet, cette enzyme en
présence du peroxyde d’hydrogeéne et d’halogénures tels 1’iode et le chlore, induit
la production de dérivés toxiques d’oxygéne tel 1’acide hypochlorique.
(Christensen et Rothstein., 1985; Heck et al., 1990; Suter et al., 1988; Takahashi
et al., 1988; Travis, 1988).

Les protéines cationiques agissent a pH alcalin. Dans ce groupe, on cite trois
principales protéines; le lysozyme, la protéine BPI (bacterial permiability
increasing protein) et les défensines. Le lysozyme est un agent bactéricide pour
certaines bactéries, notamment les Gram+. Son effet bactéricide est dii a sa
capacité de dégrader certaines parois bactériennes. La protéine BPI a aussi une
activité bactéricide puisqu’elle peut fixer le LPS des bactéries Gram- et perforer
leur membrane. Les défensines quant a elles accomplissent leur bactéricidie en
dégradant les peptidoglycanes des bactéries Gram+. (Elsbach et Weiss., 1985;
Ganz et al., 1985; Selsted et al., 1985; Thomas et Lehrer., 1988).

3-2 Les granules secondaires (spécifiques)

Les granules secondaires sont spécifiques aux neutrophiles. Elles apparaissent
aprés les granules azurophiles; au stade myélocyte du neutrophile. Elles
contiennent différentes protéines dont les principales sont : le lysozyme qui a un
effet bactéricide, la lactoferrine qui chélate le fer et bloque ainsi I’activite des
enzymes bactériennes dépendantes du fer, et la collagénase qui est une
métalloprotéinase. Elle peut &tre activée par des oxydants tel I’acide
hypochlorique et dégrader le collagene. (Bullen et al., 1991; Ellison et Giehl,
1991; Netzel-Amett et al., 1991; Weiss et peppin., 1986, Woessner, 1991).



17

3-3 Les granules tertiaires

Les granules tertiaires renferment divers constituants. Le mieux caractéris¢ de
ces derniers est la gélatinase. Cette derniére est une metalloprotéinase qui,
comme la collagénase, peut étre activée par des oxydants Iui permettant ainsi de
dégrader le collagene. (Beaulieu et al., 1987; Murphy et al., 1982, 1991; Senior et
al., 1991).



Tableau-1. Les principaux constituants des granules des neutrophiles.
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Granules

Constituants

Primaires (azurophiles)

Secondaires (specifiques)

Tertiaires

My¢loperoxydase
B-Glucosaminidase
o.-Mannosidase
Neuraminidase
Estérase
Cathepsine D
Cathepsine G
Elastase

BPI

Défensines

Lysosyme

Collagénase
Lactoferrine

Flavoprotéines

Lysosyme

Protéine de liaison de la vitamine

B12
Récepteur de C3b

Récepteur de peptides formylés

Cytochrome b558

Gelatinase
Récepteurs de C3b

Récepteurs de la laminine




19

Quelques principaux constituants des granules des neutrophiles (résumé modifie

de Johnson et al., 1992).
4- Modulateurs des neutrophiles

Les PMN sont capables de synthétiser et sécréter plusieurs cytokines ot
facteurs de croissance. En plus, ils peuvent produire différents médiateurs
d’inflammation. La synthése et la libération de ces facteurs par les neutrophiles
peuvent &tre induites par divers stimulus, telles les endotoxines et plusieurs
cytokines notamment le TNFa et le GM-CSF ( Dahinden et al., 1988; McColl et
al., 1991; McDonald et al., 1993) . Une fois libérées, ces cytokines vont agir sur le
neutrophile lui méme (action autocrine) ou sur des cellules avoisinantes (action
paracrine). Afin d’agir sur les cellules cibles, ces facteurs doivent d’abord
interagir avec des récepteurs spécifiques. Ces interactions déclenchent
généralement, un ensemble d’événements intracellulaires dépendants les uns des
autres. Parmi ces événements on cite: I’induction de la synthése de nouvelles
cytokines, le déclenchement de signaux de mouvements cellulaires, I’activation

d’enzymes membranaires ainsi que plusieurs autres effets physiologiques.

En plus de 1’action de leurs propres médiateurs, les neutrophiles peuvent subir
I’action de nouveaux facteurs produits par différentes cellules. Ces cytokines et
facteurs de croissance sont libérés suite 4 une stimulation. Ils jouent un rdle

important dans les interactions cellulaires lors des réponses immunitaires.

4-1 Les facteurs produits par les neutrophiles

Les principales cytokines et facteurs de croissance produits par les neutrophiles
sont : I'I[L-1a et p (Interleukine-1 o et B), le TNFou (Tumor necrosis factor o),
I’IL-6, IFNo (Interféron o), le TGFB (Transforming growth factor B), I'[L-8 ainsi

que les CSFs (Colony-stimulating factors).
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4-1-1 L’interleukine-1 a et 3

L’IL-1 est représentée par deux protéines, I'IL-lo et I'TL-1B. Ces deux
polypeptides présentent approximativement 25% d’homologie au niveau de leurs
acides aminés et se lient aux mémes récepteurs. Leur précurseur de 31 kDa, est
clivé par des enzymes présentes aux sites inflammatoires telles la collagenase et
I’¢lastase. Ce clivage donne naissance a des protéines ayant un poids moléculaire
approximatif de 17 kDa. L’TL-1 présente deux types de récepteurs; le premier de
poids moléculaire de 80 kDa désigné comme récepteur de type 1 (IL-1RtI), le
second a un poids moléculaire de 68 kDa et est nommé récepteur de type II (IL-
1RtII).

L’IL-1 peut étre produite par différents types de cellules, notamment les
fibroblastes, les monocytes, les macrophages, les kératinocytes, les cellules
endothéliales, les cellules gliales et les neutrophiles (Dinarello, 1991). La
production de I’IL-1 par les neutrophiles peut étre induite par divers agents. Parmi
ces derniers on cite; les lipopolysaccharides (LPS), les particules inertes tel les
microcristaux, ainsi que certaines cytokines tel le TNFa. et le GM-CSF (Dinarello,
1991).

L’IL-1 est fortement impliquée dans les réponses immunitaires et
inflammatoires. Elle peut agir sur différentes cibles cellulaires tels les fibroblates
dont elle induit la prolifération et la sécrétion de 1'IL-6, la collagénase et les
prostaglandines. Chez les cellules endothéliales, I'IL-1 induit la libération du TNF
et I’expression des molécules d’adhésion. Son action sur les monocytes et les
neutrophiles se traduit par ’induction de la sécrétion de plusieurs cytokines telles
’TL-8 et I’IL-1. En outre, elle peut agir en synergie avec le GM-CSF sur les
précurseurs hématopoiétiques en induisant la prolifération cellulaire. ( Akira et al.,

1990; Dinarello, 1991; Lindemann et al., 1988; Raines et al., 1989; Tiku et al.,
1986; ).

4-1-2 Le facteur de nécrose tumorale a (TNFa)
Le TNFo ou cachectine peut étre produit par une variété de cellules

comprenant les monocytes, les macrophages, les lymphocytes activeés, les cellules
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NK (Natural Killer), les cellules endothéliales, et les neutrophiles. Ces derniers
peuvent sécréter le TNFo, suite & une stimulation par le LPS (Akira et al., 1990).

Le poids moléculaire du TNFa. sous des conditions dénaturantes est de 17 kDa.
1 existe deux types de récepteurs pour le TNF: le type A ou type a (TNFR-II)
ayant un poids moléculaire de 75kDa, et le type B ou type f (TNFR-I) dont le
poids moléculaire est de 55kDa. Ces deux récepteurs peuvent &tre présents
séparément ou ensemble sur une méme cellule. Ils peuvent lier aussi bien le TNFa
que le TNF.

Comme I’IL-1, le TNF-o est un médiateur pro-inflammatoire. Il agit sur une
grande variété de cellules. Ainsi, il peut agir sur les lymphocytes T et induire leur
prolifération, la production de I’IL-2 et 1’apparition des récepteurs de I'IL-2. Le
TNF-o. est un puissant activateur des macrophages. Son action se traduit par
I’induction de la production de PGE2, IL-1, IL-6, IL-8, et I'IL-10, et la libération
des lysozymes. Le TNF-o affecte aussi les neutrophiles en les activant. Il stimule
la dégranulation, la production du peroxyde d’hydrogéne, la synthése des
leucotricnes et la libération de I’acide arachidonique. (Akira et al., 1990; Atkinson
et al., 1988; Dipersio et al., 1988; McColl et al., 1990; Richter et al., 1989; Roubin
et al., 1987).

4-1-3 L’interféron o

La famille de I’IFNo. consiste en 24 sous-types dont les génes présentent 95%
d’homologie entre eux. L’IFNo a un poids moléculaire approximatif de 16 kDa. II
peut &tre produit par différentes cellules notamment les lymphocytes, les
monocytes, les macrophages (Pestka, 1983 et 1986). De méme, les neutrophiles
peuvent synthétiser et sécréter 'lFNa. suite 4 une stimulation par le G-CSF.

Deux récepteurs de I'TFNo. ont été identifiés. Un récepteur qui est
apparemment spécifique pour I'IFNa de sous-type B (IFNaB). Il est appelé le
récepteur de 'ITFNaB (IFNaBR) et a un poids moléculaire de 95-110kDa. Le
deuxiéme récepteur a un poids moléculaire approximatif de102 kDa, il peut lier

I’IFNa et PIFN, il est désigné comme récepteur de 'TFNo/f (IFNo/BR).
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L’INF-o est caractérisé principalement par son activité antivirale, il a aussi un
effet antitumoral. De plus, il peut stimuler I’activité des macrophages et des

cellules NK. (Samuel, 1991; Shirafuji et al., 1990).

4-1-4 L’interleukine-8

L’IL-8 ou NAP-1 (neutrophil activating protein-1), appartient a la famille des
chémokines qui sont caractérisées par leur faible poids moléculaire. Cette famille
comprend deux groupes de chémokines: le groupe o ou C-X-C et le groupe B ou
C-C. L’IL-8 fait partie du groupe C-X-C et a un poids moléculaire de 8 kDa.
Plusieurs cellules peuvent sécréter I'IL-8 tel est le cas des monocytes,
macrophages, cellules NK, fibroblastes, cellules endothéliales, lymphocytes T, et
des neutrophiles (Oppenheim et al., 1991).

L’IL-8 induit son activité biologique en se fixant sur ses récepteurs
spécifiques. Ces derniers sont représentés par deux types. Le récepteur de type I,
A ou a est spécifique pour L’TL-8, alors que le type II, B ou B peut lier 'IL-8, le
GRO et le MIP-2 (Oppenheim., 1991).

L’IL-8 peut agir sur différents types de cellules mais les neutrophiles
constituent sans nul doute sa cible privilégiée. L’IL-8 exerce un puissant pouvoir
chimiotactique sur les PMN. L’IL-8 est un activateur des neutrophiles, elle
stimule la dégranulation et la production du LTB4 et du superoxyde anion. De
plus, I'IL-8 augmente I’expression des molécules d’adhésion CD11b/CD18 et
CD11¢/CD18 et par suite 1’adhérence des neutrophiles aux cellules endothéliales.
Comme I’IL-1, ’'IL-8 joue un rdle important lors des réactions inflammatoires.
(Bazzoni et al., 1991; Carveth et al., 1989; Detmers et al., 1990; Oppenheim et al.,
1991; Peveri et al., 1988; Schall et al., 1991; Schroeder et al., 1989).

4-1-5 L’interleukine-6

L’IL-6 est une protéine multifonctionelle qui peut étre produite par une grande
variété de cellules tel les fibroblastes, les monocytes, les macrophages, les
lymphocytes T et B, les cellules epithéliales, les cellules endothéliales, les

ostéoblastes de méme que par les neutrophiles (Akira et al., 1990).
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Le poids moléculaire de I’IL-6 est de 26 kDa. Son récepteur existe sous forme
d’un complexe constitué de deux glycoprotéines membranaires. La glycoprotéine
de 80 kDa constitue la protéine récepteur qui lie I’'IL-6 (IL-6R), alors que Ia
glycoprotéine de 130 kDa (gp130) est responsable du signal de transduction.

L’IL-6 affecte de nombreuses cibles cellulaires, notamment les lymphocytes B
chez qui elle peut induire la production des immunoglobulines. Elle est aussi
impliquée dans la génération des lymphocytes T cytotoxiques (Akira et al., 1990;
Okada et al., 1988)9. De plus, elle peut agir en synergie avec d’autres cytokines
telles I’IL-3, le G-CSF, le M-CSF et le GM-CSF lors de I’hématopoiése et par la
suite affecter différents stades de la différenciation des cellules de la moelle
osseuse. L’IL-6 fait aussi partie des médiateurs pro-inflammatoires. Elle accroit la
production des protéines de la phase aigug par les hépatocytes. Ainsi elle peut
induire la génération de la serum amyloid A (SAA), la C-réactive protéine (CR),
I’haptoglobuline, I’a-1 anti-chymotrypsine, le fibrinogéne, et I’a-1 anti-trypsine.
(Akira et al., 1990; Cicco et al., 1990; Gauldie et al., 1987; Hirano et al,, 1986;
Tkebuchi et al., 1987; Kawano et al., 1988; Lotz et al., 1988; Okada et al., 1988,
Van Damme et al., 1987).

4-1-6 Les Colony-Stimulating Factors

Les CSFs ont été caractérisés par leur habilité de stimuler la formation des
colonies 2 partir des cellules progénitrices. Le G-CSF et le M-CSF peuvent étre
produits par les neutrophiles ainsi que par d’autres types cellulaires notamment,
les monocytes et les fibroblastes. La production du G-CSF et du M-CSF par les
neutrophiles peut étre induite aprés une stimulation au GM-CSF. Ces deux
cytokines ont respectivement des poids moléculaires de 21 kDa et 90 kDa. Elles
agissent sur les cellules cibles aprés interaction avec leurs récepteurs spécifiques
(Fukunaga et al., 1990; Sherr, 1990).

Le G-CSF stimule la prolifération et la différenciation des cellules
progénitrices des granulocytes plus spécialement des neutrophiles. De méme, il
prolonge la survie des PMN matures et accroit leurs capacites fonctionnelles. Le
M-CSF stimule la survie, la prolifération et la différenciation des mononucléaires

phagocytes. 11 est aussi impliqué dans la régulation des cellules reproductrices
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femelles et dans la différenciation des ostéoclastes. ( Daiter et Pollard., 1992;
Demetri et Griffin., 1991; Lindemann et al., 1989; Roth et Stanley., 1992; Stanley
et al., 1983; Yoshida el al., 1990).

4-1-7 Le Transforming Growth Factor

Le TGFp est un facteur de croissance dont ’action varie suivant les cellules
cibles. Il peut étre sécrété par différentes cellules telles les plaquettes qui
constituent sa source majeure. Les neutrophiles sont aussi capables de produire du
TGFP. Son poids moléculaire, sous conditions dénaturantes est de 25 kDa. Il
présente trois types de récepteur; type I, type II et type III (béta-glycan). Leurs
poids moléculaires respectifs sont de; 53 kDa, 70-85 kDa et 250-350 kDa
(Miyazono et al., 1993).

Le TGF-B1 est impliqué dans divers processus biologiques, il peut affecter la
croissance et la différenciation d’une grande variété de cellules. De plus, il peut
induire la synthése et la sécrétion de plusieurs protéines de la matrice
extracellulaire, de méme que la production de certains inhibiteurs des protéases tel
le TIMP (Tissue inhibitor of metalloprotease). Il stimule 1’expression de certaines
molécules d’adhésion et de certains récepteurs de surface. En outre, le TGF-fi1
peut prolonger la survie des neutrophiles et stimuler leurs fonctions incluant la
phagocytose et la génération du peroxyde d’hydrogéne (Lagraoui et Gagnon.,
1997). 11 exerce aussi un pouvoir chimiotactique important sur les PMN. ( Fava et
al., 1991; Grotendorst et al., 1989; Hooper., 1991; Lagraoui et Gagnon., 1997,
Massagué., 1990; Sporn et al., 1987; Suzuki et al., 1994).

4-2 Les facteurs de croissance

Plusieurs cytokines et facteurs de croissance peuvent moduler la survie des

neutrophiles. Parmi ces facteurs on cite, le GM-CSF, le G-CSF, I'IL-2, I'IL-3, et
le TGFB1. (tableau-2)
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Tableau-2. Facteurs de croissance régulant I’hématopoiése et la survie des PMN.

Facteurs Cellules / lignées cibles

GM-CSF CFU-GEMM, CFU-GM,
Neutrophile

G-CSF CFU-G, Neutrophile

M-CSF Cellule souche pluripotente

IL-6 Cellule souche pluripotente,

CFU- GEMM, CFU-GM
1L-3 Cellule souche pluripotente,
CFU-GEMM, CFU-GM
IL-2 Neutrophile
TGF-p1 Neutrophile

CFU-GEMM : Colony-forming unit for granulocytes, erythrocytes, monocytes,
and megakaryocytes. G :Granulocytes, M : monocytes, GM : Granulocytes et
monocytes. CSF : Colony-Stimulating Factor, TGF-p1 : Transforming Growth
Factor B1, IL : Interleukine.

Références: (Gordon, 1994; Lagraoui et Gagnon., 1997; Pericle et al., 1994)
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4-3 Les facteurs activateurs

L’activation des neutrophiles est une étape importante lors d’une réponse
immunitaire. Elle nécessite I’intervention d’une grande variété de cytokines.
L’interaction de ces cytokines avec leurs récepteurs déclenche une cascade
d’événements physiologiques. Parmi ces derniers on cite; I’induction de la
synthése de nouvelles cytokines, le chimiotactisme, la dégranulation, ’activation
des enzymes. Un grand nombre de cytokines sont impliquées dans I’activation des
neutrophiles incluant; I'IL-1, I'IL-6, I'IL-8, le TNFa, le TGFB1, GRO, ’ENA-78,
le PDGF, le PAF, le NAP-2 et le PF-4. (tableau-3)
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Tableau-3. Les principaux facteurs impliqués dans 1’activation des neutrophiles.

Facteurs

Principales actions sur le neutrophile

IL-1
IL-6
TNF-o
IL-8
NAP-2
PAF
PF-4

PDGF

LTB4
GROo/Bly
C5a

ENA-78
TGF-1

GM-CSF

G-CSF

T la respiration oxydative et la
dégranulation

Activation de la NADPH oxydase
Tdela respiration oxydative, la
Dégranulation, 1’adhésion, et la
production de HOCl.
Chimiotactisme, T la respiration
oxydative et la degranulation.
Chimiotactisme et T la dégranulation.
Chimiotactisme et accumulation.
Chimiotactisme

Chimiotactisme, T la phagocytose et la

dégranulation.

Chimiotactisme

Chimiotactisme

Chimiotactisme, T la degranulation et la

production du superoxyde.
Chimiotactisme et T la degranulation.
Chimiotactisme, T la respiration
oxydative et la phagocytose.

T L’adhésion, la respiration oxydative,
I’ADCC et la dégranulation.

T I’ADCC, le chimiotactisme et la

dégranulation.

Références: (Adachi et al., 1993a; Ahuja et al., 1992; Ahuja et Murphy., 1996
Bickel, 1993; Brach et al., 1992; Cairo, 1991a; Cairo et al., 1991b; Carolan et
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Casale., 1990; Cox et al., 1992; Haskill et al., 1990; Koch et al., 1994; Lagraoui et
Gagnon., 1997; Parckh et al., 1994; Rathanaswami et al., 1993; Sullivan et al.,
1987; Walz et Baggiolini., 1990; Walz et al., 1991; Weisbart et al., 1986; Welt ct
al., 1987, Wong et al., 1985; Yang et al., 1986)

5- Les récepteurs

Les neutrophiles sont fortement impliquées dans la défense de I’héte contre les
microorganismes. En effet, ces cellules sont les premiéres & arriver au site
d’infection. Elles sont relayées par la suite par d’autres cellules tel les
macrophages et les lymphocytes. Les neutrophiles utilisent différents mécanismes
de lutte anti-infectieuse et leur action se déroule en différentes étapes. Tout
d’abord, les PMN répondent 4 un signal chimioattractant généré par d’autres
cellules ou par ’agent infectieux. Ensuite ils quittent la circulation sanguine pour
se rendre au site d’infection. Une fois dans le tissu 1ésé, les neutrophiles activés
commencent leur travail de phagocytes. Ils sécrétent des facteurs de croissance et
des cytokines qui vont activer les autres cellules immunitaires. Ils sont & leur tour
stimulés par divers facteurs et cytokines libérés par les cellules avoisinantes. Ce
processus de défense nécessite une variété¢ d’interactions entre les PMN et
différentes molécules intervenant lors de linfection. Effectivement, afin
d’interagir avec ces molécules, les neutrophiles mettent en jeu un ensemble de
récepteurs. Ces derniers, aprés interaction avec leurs ligands, induisent des
signaux intracellulaires qui vont moduler I’activit¢é des neutrophiles. Les
principaux récepteurs présents sur les neutrophiles sont représentés surtout par
trois groupes majeurs: les récepteurs des facteurs chimiotactiques, les récepteurs

d’adhésion et les récepteurs des fragments Fc.
5-1 Les récepteurs des facteurs chimioattractants

Les facteurs chimiotactiques interviennent lors des premiéres étapes de la

réponse des neutrophiles. Ils attirent ces cellules au niveau du site de la blessure.
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Ils peuvent étre représentés par des cytokines ou par d’autres facteurs tel le
complément ou des dérivés bactériens.

Les cytokines qui ont un pouvoir chimioattractant sur les cellules sont appelées
chemokines. Dans |’attraction des PMN au site d’infection, on retrouve surtout la
famille des chemokines C-X-C. Ces derniéres sont I’IL-8, GROa, ENA-78, NAP-
2 et PF-4 (Ahuja et al., 1992; Ahuja et Murphy., 1996; Haskill et al., 1990; Walz
et Baggiolini., 1990; Walz et al., 1991).

D’autres molécules peuvent avoir un effet chimioattractant sur les neutrophiles.
Parmi ces molécules on note, les peptides du complément ou anaphylatoxines
surtout le C5a, les dérivés bactériens tel le FMLP (formyl-met-leu-phe), le PAF,
le PDGF, et le TGF-B (Bickel, 1993; Lagraoui et Gagnon., 1997; Parekh et al,,
1994).

Les facteurs chimiotactiques induisent leurs signaux cellulaires lors de leur
interaction avec leurs récepteurs. Ces derniers sont caractérisés par la présence de
sept régions transmembranaires et trois boucles extracellulaires. Ces recepteurs
membranaires sont associés aux protéines G. (Amatruda et al., 1993; Beckmann et

al., 1991; Boulay et al., 1990; Nakamura et al., 1991; Rollins et al., 1991).
5-2 Les récepteurs d’adhésion

Les récepteurs d’adhésion jouent un role important dans la migration des
cellules, la réponse immunitaire et la communication intercellulaire. Ce sont des
proteines transmembranaires qui permettent soit des interactions directes cellule-
cellule ou indirectes a travers la matrice extracellulaire. Il existe quatre grandes
familles de molécules d’adhésion; la superfamille des immunoglobulines Ig
(CAM : intercellular adhesion molecules), les cadhérines, les intégrines et les
sélectines. Dans le cas des neutrophiles, on note une importante implication de

trois de ces grandes familles; les intégrines, les sélectines et la superfamille des

immunoglobulines.
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5-2-1 Les intégrines

Les intégrines sont des glycoprotéines membranaires. Elles participent a
I’adhérence intercellulaire et a celle entre cellule et matrice extracellulaire. Cette
famille se divise en deux sous-familles; la sous-famille 2 ou CD11/CD18 et la
sous-famillefl ou VLA (very late antigen). C’est la sous-famille B2 qui est
fortement impliquée dans les fonctions des neutrophiles (Diacovo et al., 1996).
Dans ce groupe, la chaine B2 (CD18) est commune alors que la chaine o peut
varier (CD11). En effet, il existe différentes chaines o, lesquelles sont: ol
(CD11a), aM (CD11b) et aX (CD11¢c) (Arnaout et al., 1988; Corbi et al., 1987,
1988a; Larsen et al., 1989). Les deux principales molécules de cette sous-famille
sont; la molécule CD11a/CD18 ou LFA1 (leukocyte function antigen) qui peut se
lier 4 ICAM1, ICAM2 et ICAM3 de la superfamille des Ig et la molécule
CD11b/CD18 ou MAC1 ou Mol. Cette derniére peut se lier 4 la molécule ICAM-
1, aux peptides du complément tels le C3bi et le C4b, de méme qu’a d’autres
molécules tel le fibrinogéne et le LPS (Altieri et al., 1988; Beller at al., 1982;
Wright et al., 1988).

5-2-2 Les sélectines

La famille des sélectines est impliquée dans l’adhérence des cellules a
I’endothélium vasculaire. Elle contient trois membres : les sélectines E, L, et P. La
sélectine E, exprimée sur les cellules endothéliales induit I’adhésion des
neutrophiles a ’endothélium (Dobrina et al., 1989). Son expression est induite
aprés stimulation par I’IL-1, le TNFo. et/ou le LPS (Bevilacqua et al., 1987; Pober
et al.,1986a). La sélectine P est exprimée au niveau des plaquettes (dans les
granules o ) (Hsu-Lin., 1984) et des cellules endothéliales (dans les corps de
Weibel-Palade) (McEver et al., 1989). L’activation de ces cellules par ’héparine,
la thrombine ou les radicaux oxygénés induit la translocation de la sélectine P a la
surface des cellules (Hattori et al., 1989; Patel et al., 1991; Toothill et al., 1990).
Cette sélectine permet aussi 1’adhésion des neutrophiles a I’endothélium (Geng et

al., 1990). La sélectine L est présente sur tous les leucocytes. Elle est impliquee
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dans leur adhérence a 1’endothélium et dans la migration des PMN au niveau des
tissus (Jutila et al., 1989; Kishimoto et al., 1991; Smith et al., 1991a; Watson et
al., 1991).

5-2-3 La superfamille des immunoglobulines Ig

Cette famille est constituée de différentes protéines dont la plupart sont
membranaires. On cite dans ce groupe : ICAM (Intercellular Adhesion Molecule),
VCAM-1 ( Vascular Cell Adhesion Molecule-1) et PECAM-1 (CD31). Ce sont
surtout les molécules ICAM qui sont fortement impliquées dans I’adhésion des
neutrophiles. En effet, les molécules ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102) et
ICAM-3 (CD50) peuvent se lier 4 la molécule LFA-1 de la famille des intégrines.
De méme, ICAM-1 peut se lier a ’intégrine Mac-1, mais avec une faible affinité
comparé 3 LFA-1 (Diamond et al., 1990; Smith et al., 1989) . L’interaction avec
ces ligands, induit la migration des neutrophiles vers les tissus a travers
I’endothélium.

ICAM-1 est exprimée par une grande variété de cellules notamment les
leucocytes, les fibroblastes, les cellules dendritiques, les cellules endothéliales et
les cellules epithéliales. Son expression par les cellules peut étre augmentee apres
stimulation par certaines cytokines tel 1'IL-1, le TNF et I'IFNy (Dustin et al.,
1986; Pober et al., 1986b). ICAM-2 est présente sur les cellules endothéliales, les
lymphocytes et les monocytes (Staunton et al., 1989). Par contre, elle existe en
faible quantité sur les neutrophiles (De Fougerolles et al.,, 1991). La molécule
ICAM-3 est exprimée sur tous les leucocytes incluant les neutrophiles (Fawcett et

al., 1992; Vazeux et al., 1992).
5-3 Les récepteurs CD44

CD44 est une protéine transmembranaire sulfatée et acide, ayant un poids
moléculaire de 90 kD. Cette protéine présente différentes isoformes, elle reconnait
’hyaluronate présent dans les matrices extracellulaires et I’endothélium des

veinules post-capillaires (Aruffo et al., 1990; Miyake et al., 1990). Ce récepteur
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est exprimé sur les lymphocytes, les granulocytes, les cellules epithéliales et les

fibroblastes.
5-4 Les récepteurs de Fc y

Les récepteurs de Fcy se lient de fagon spécifique a certaines régions des
fragments Fc des immunoglobulines. IIs jouent un réle important dans plusieurs
fonctions des neutrophiles notamment, la dégranulation, la réaction oxydative et
I’ADCC. 1l existe trois types de récepteurs Fcy, I, IT et III (Fanger et al., 1989;
Unkeless et al., 1989). Le récepteur FcyRI (CD64) présente une haute affinité et a
un poids moléculaire de 72 kD. Tl est exprimé sur les monocytes et peut étre induit
sur les eosinophiles et les neutrophiles aprés stimulation par 'IFNy (Wardlaw et
Walsh., 1994). L’interaction du FcRyl avec son ligand induit un signal
d’activation qui entraine une réaction oxydative. Le récepteur FcyRII (CD32) 2 un
poids moléculaire de 40 kD. 1 est de faible affinité et est présent sur différentes
cellules incluant les neutrophiles, les eosinophiles, les monocytes, les plaquettes et
les cellules B. Le FcyRII est impliqué dans plusieurs fonctions des neutrophiles tel
la liaison des complexes immuns, la dégranulation, la réaction oxydative et la
phagocytose (Kimberly et al., 1990; Tosi et Berger, 1988). Le récepteur Fey RIII
(CD16) présente aussi une faible affinité et a un poids moléculaire de 50-70 kD. I
est exprimé sur les neutrophiles et les cellules NK, il peut étre induit sur les
monocytes et les eosinophiles aprés stimulation par I'IFNy (Wardlaw et Walsh.,
1994). De méme, le GM-CSF et 'IFNy peuvent accroitre 1’expression de ce
récepteur chez les PMN (Buckle et Hogg, 1989). Il existe deux isoformes de
CD16; le CD16-1 et le CD16-2 (Ravetch et Perussia, 1989; Scallon et al., 1989).
Le CD16-1 est exprimé sur les neutrophiles et est fixé sur leur membrane par une
liaison PIG (phosphatidyl-inositol-glycan). Le CD16-2 est une protéine
transmembranaire exprimée sur les cellules NK. Le récepteur CD16-1 permet la
liaison des complexes immuns et est impliqué dans le processus de la

dégranulation (Kimberly et al., 1990; Tosi et Berger, 1988).
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6- Voie d’activation intracellulaire des neutrophiles.

La modulation de ’activité cellulaire nécessite des interactions entre ligands et
récepteurs. Ces interactions induisent des signaux intracellulaires qui vont
provoquer tout un remaniement moléculaire au sein des cellules. Ceci met en jeu
plusieurs processus de phosphorylation et déphosphorylation des protéines. Il
existe différentes voies de signalisations au niveau membranaire. Certaines voies
font intervenir les protéines tyrosine kinase (PTK) (Gutkind et Robbins, 1989;
Perlmutter et al., 1988), c’est le cas par exemple des cytokines qui peuvent
impliquer durant leur action des PTK membranaires ou cytoplasmiques. D autres
voies mettent en jeu les protéines G et induisent 1’activation des protéines kinases
C (PKC) (Huang, 1989; Pontremoil et al., 1990). Cette voie intervient lors de

I’interaction des facteurs chimiotactiques avec leurs récepteurs.

Dans le cas du neutrophile, la présence de récepteurs des facteurs
chimiotactiques entraine la mise en jeu de la voie des protéines G. En effet, ces
récepteurs présentent sept régions transmembranaires et trois boucles
extracellulaires et sont associés aux protéines G. L’activation de cette voie
engendre des changements importants au niveau de la production des seconds
messagers. Parmi ces demniers on cite, I’inositol triphosphate (IP3), & £,
I’AMPc, le diacylglycérol (DAG), I’acide arachidonique (AA) et 1'acide
phosphatidique (PA) (Di Virgilio et al., 1990; Omann et al., 1987; Reibman et al.,
1990; Traynor-Kaplan, 1990). La production de ces seconds messagers est
induite par I’activation des phospholipases. Cette activation a lieu apres
interaction entre récepteurs associés aux protéines G et facteurs chimiotactiques
(figure 5). Les phospholipases impliquées sont; la phospholipase A, (PLA) qui
induit la production de I’acide arachidonique (AA) par hydrolyse de la
phophatidylcholine (PC) et/ou de la phosphatidyléthanolamine (PE) (Lambeth,
1988), la phospholipase C (PLC) qui génére le diacylglycérol (DAG) et 1’inositol
triphosphate (IP3;) par hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP,)
(Lambeth, 1988; Traynor-Kaplan, 1990), la phospholipase D (PLD) qui entraine
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la production de I’acide phosphatidique (PA) et la choline par hydrolyse de la
phosphtidylcholine (PC) (Agwu et al., 1989; Agwu et al., 1991; Kanaho et al.,
1991; Mullmann et al., 1990) . L’activation de ces phospholipases, PLA2, PLC et
PLD, engendre des signaux intracellulaires qui affectent différentes fonctions du
neutrophile. Les fonctions influencées par cette activation sont, ’adhésion,
’agrégation, la chimiotaxie, la libération du contenu des granules ainsi que

’activation de la réaction oxydative.
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Figure 5. Schéma récapitulatif de la voie de signalisation intracellualaire
impliquant  les phopholipases: PLA2, PLC et PLD. L’interaction des facteurs
chimiotactiques avec leurs récepteurs associés aux protéines G induit I’activation

des phospholipases. Une fois activées, ces phospholipases vont alors participer a
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la formation des seconds messagers tels le DAG, I'IP3, le PA, ’AA. Ces
remaniements moléculaires vont permettre la mobilisation calcique et 1’activation

de la PKC.

Les protéines G ont une activité GTPase et sont représentées par deux classes
distinctes. La classe des protéines G hétérotrimériques qui sont constituées de
sous unités; o, P et y et la classe des protéines G monomériques appelées aussi les
protéines G 4 faible poids moléculaire ou la superfamille ras (Bourne et al., 1990).
Les deux classes de protéines G sont impliquées dans les signaux intracellulaires
engendrés lors de la chimiotaxie (Bokoch, 1990). Les protéines G entrainent
’activation de la phospholipase C. Ceci engendre la conversion du PIP2 en IP3 et
DAG (Lambeth, 1988; Traynor-Kaplan, 1990). L’IP3 & son tour induit la
mobilisation du calcium intracellulaire des mitochondries et du réticulum
endoplasmique. L’IP4, dérivé de I'IP3 permet I’ouverture d’un canal calcique
membranaire qui va engendrer un influx du calcium dans la cellule (Di virgilio et
al., 1990; Wymann et al., 1987). Ceci entraine une augmentation du calcium
intracellulaire et par suite I’activation d’un ensemble de protéines et /ou enzymes
qui dépendent du calcium telles la calmoduline et la calcineurine (phosphatase
2B) ( Huang, 1989). Le DAG peut activer la protéine- kinase C (PKC). Cette
derniére est alors transloquée du cytoplasme vers la membrane et est impliquée

dans ’activation de certaines protéines tyrosine kinases cytoplasmiques (PTK).

Tous ces remaniements moléculaires induits suite a !’interaction entre facteurs
chimiotactiques et récepteurs, influencent ’activité des neutrophiles. L’activation
des PKC peut stimuler ces cellules comme elle peut au contraire déclencher un
rétrocontrdle négatif sur elles. Effectivement, les PKC activées peuvent induire en
plus des signaux positifs des signaux négatifs qui vont influencer I'état
d’activation des neutrophiles. Ces signaux négatifs peuvent affecter différentes
étapes, notamment ’expression ou I’affinité du récepteur, le couplage protéine G
— PLC, la synthése de I’'IP3 ainsi que la mobilisation calcique. Ceci place le

neutrophile activé dans un état réfractaire temporaire vis  vis d’un second signal.
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II- Role du neutrophile dans Ia défense de I’hote

La défense de ’organisme contre les maladies infecticuses repose sur deux
processus majeurs; I’immunité non spécifique (naturelle ou innée) et I'immunité
spécifique (acquise). L’immunité naturelle constitue la premiere étape de
protection de I’hote contre les agressions. Elle met en jeu différentes cellules
notamment les neutrophiles, les macrophages et les cellules NK (cellules tueuses).
L’immunité spécifique entre en jeu en cas d’échec de I'immunité naturelle. Elle
déclenche alors une réaction spécifique dirigée contre le germe en question.
D’autres cellules seront alors impliquées dans ce processus tel les lymphocytes T
et les lymphocytes B. De plus, ces cellules vont garder une mémoire de I’agent
infectieux et prévenir ainsi toute réinfection ultérieure par le méme pathogéne.
Ces deux processus majeurs de 1’'immunité se complétent dans leurs actions. En
effet, les macrophages présentent les antigénes aux lymphocytes T. En outre les
lymphocytes T sécrétent des cytokines qui  vont stimuler les cellules
phagocytaires. De méme, les anticorps produits par les lymphocytes B jouent un

r6le important dans I’identification des cellules cibles par les phagocytes.

Les neutrophiles jouent un role fondamental dans cette défense de 1’hdte. Ces
cellules peuvent intervenir dans différentes infections. Elles ont une grande
variété de cibles tel les bactéries, les champignons, les cellules tumorales et les
cellules infectées par des virus. Les PMN sont les premiéres cellules a étre
recrutées au site d’infection. Avant de pouvoir exercer leur réle de phagocytes,
ces cellules doivent passer par différentes étapes. Elles subissent I’action de divers
médiateurs solubles sécrétés dans leur environnement. En plus, elles vont interagir
avec d’autres cellules telles les plaquettes, les cellules endothéliales et les
lymphocytes T. Cette interaction peut se faire directement par un contact cellule-

cellule ou indirectement via les facteurs solubles libérés dans le milieu.

Une fois activés, les neutrophiles vont alors pouvoir exercer leurs différentes

fonctions incluant, la migration au niveau du site inflammatoire, la production de
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réactifs oxygénés, la dégranulation et la phagocytose. Les différentes activités des
PMN sont régulées par une grande variété de médiateurs et cytokines. Ces
demniers, vont induire soit une activation soit une inhibition de ces cellules selon le
stade de la réponse immunitaire. A ces médiateurs s’ajoutent d’autres facteurs qui
peuvent faciliter la tAche des neutrophiles tels les anticorps et certains dérivés du
complément. Ils interviennent dans le phénoméne de I’opsonisation, laquelle joue
un réle important dans la phagocytose. Elle facilite ’identification et la capture
des cellules cibles par les neutrophiles (Hill et al., 1984; Proctor et al., 1984;
Sawyer et al., 1989).

1- Chimiotaxie

Lors d’une réaction inflammatoire, les neutrophiles quittent la circulation
sanguine vers le site de I’inflammation. Cette migration est générée grace a
différents signaux chimiotactiques. Ces derniers peuvent étre, des dérives
bactériens tel le FMLP, des peptides du complément tels le C5a, des facteurs
cellulaires tels le LTB4 et le PAF ou des chémokines (C-X-C) tels I'IL-8 et
GROw/B/y. L’interaction de ces facteurs avec leurs récepteurs associés aux
protéines G induit un signal de transduction. Ce dernier met en jeu un ensemble
de remaniements moléculaires notamment, 1’activation des phospholipases, la
formation de 1’TP3, la mobilisation calcique et I’activation des protéines kinase C.
Ces signaux entrainent une réorganisation du cytosquelette, laquelle aboutit a un
déplacement améboide orienté des neutrophiles (Howard et Oresajo, 1985; Watts
et al., 1991). Ce déplacement s’effectue selon un gradient précis; les cellules vont
migrer vers les plus fortes concentrations des facteurs chimiotactiques. Lors de la
migration, les cellules subissent des modifications morphologiques. Tout d’abord,
il y a formation de lamellipodes en téte des cellules, ensuite les noyaux se
déplacent vers I’arriére (Cassimeris et Zigmond, 1990; Devreotes et Zigmond,
1988; Singer et Kupfer, 1986). En plus, il se forme en queue des cellules un
prolongement cellulaire dit uropode. L’ensemble de ces changements

morphologiques va permettre aux neutrophiles de quitter la circulation sanguine.
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Cette migration a travers les cellules endothéliales se fait selon des mouvements

améboides, c’est ce qu’on appelle la diapédése (figure 6).

Neutrophile

Marginalisation Cellules endothéliales

Diapédése

Chimiotactisme

Site de 16sion

Figure 6. Représentation schématique des principales étapes de la migration des

neutrophiles de la circulation sanguine vers le site de 1ésion.
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La migration des neutrophiles nécessite aussi leur interaction avec
’endothelium. En effet, ’exposition des PMN aux facteurs chimiotactiques ou
activateurs tels le PMA, LPS ou TNF, augmente leur capacit¢ d’adhésion a
’endothélium. Ceci se fait suite & 1’activation des cellules endothéliales et a
I’augmentation d’expression des molécules d’adhésion concernces. Ces
interactions entre neutrophiles et cellules endothéliales mettent en jeu differentes
molécules d’adhésion. Ces derniéres se repartissent en trois classes: la
superfamille des immunoglobulines, les integrines et les séléctines. Les
principales molécules impliquées sont les intégrines (LFAL et Macl) (Myones et
al., 1988), les sélectines (sélectine P, sélectine E) (Bevilacqua et al., 1987; Geng
et al., 1990) et de la super-famille des immunoglobulines (ICAM1, ICAM?2). Les
intégrines LFA1 et Macl présents sur les neutrophiles interagissent avec leur
ligands ICAM au niveau des cellules endothéliales (Diamond et al., 1990). LFA1l
peut se lier 3 ICAM1 et ICAM2, alors que Macl ne peut se lier qu’a ICAML1. Les
sélectines (P et E) des cellules endothéliales interagissent avec des
oligosaccharides sialylés Lewis présents a la surface des PMN (Lowe et al., 1990;

Phillips et al., 1990; Springer et Lasky, 1991; Walz et al., 1990).

Tous ces événements qui interviennent lors de la migration des neutrophiles au
site inflammatoire sont contrdlés par plusieures cytokines tel I'IL-1, I’'IL-8,
I’TFNy, le TNF et le TGFp1. Ces derniéres régulent les différentes étapes de cette
migration notamment, le recrutement des PMN au site de 1’inflammation, la

réorganisation du cytosquelette et I’expression des molécules d’adhésion.

Une fois au site inflammatoire, les neutrophiles entrent en contact avec leur
cible. Ceci peut se faire soit par contact direct entre la paroi de la cible et la
membrane du PMN, ou bien via des opsonines. L’interaction directe entre cible et
neutrophile met en jeu des récepteurs non spécifiques qui peuvent reconnaitre
certaines lectines sur le microorganisme. Les opsonines se fixent sur la cible tout
en se liant aux récepteurs membranaires des neutrophiles. Les principales
molécules qui interviennent dans ce phénoméne d’opsonisation sont: le dérive du

complément C3bi et les anticorps IgG. Le C3bi interagit avec I'intégrine
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(CD11b/CD18, CR3) alors que les anticorps IgG peuvent interagir avec les
récepteurs Fcy; CD32 ou CD64 (Beller et al., 1982; Fanger et al., 1989). Apres la
capture de la cible, les neutrophiles procédent a la phagocytose et la destruction de

I’agent pathogene.

2- La phagocytose

La phagocytose est un processus qui permet I’internalisation et I’ingestion de la
cible. L’interaction entre le neutrophile et I’agent infectieux via le complexe
ligand-récepteur, induit la formation de pseudopodes. Ces demiers entourent la
cible et fusionnent, formant ainsi une vacuole de phagocytose appelée phagosome.
Cette étape s’accompagne d’une augmentation de la consommation d’oxygene et
de la production d’acide lactique. Les lysosomes présents dans les PMN
fusionnent a leur tour avec les phagosomes et forment un phagolysosome. Les
particules phagocytées, vont étre detruites par différents mécanismes de lyse

adoptés par les neutrophiles (Thomas et Lehrer., 1988; Sawyer et al., 1989).

3- Mécanismes de lyse

Les neutrophiles peuvent détruire 1’agent infectieux selon deux voies
principales. La premiére est basée sur des mécanismes dépendants de 1’oxygene.

La seconde met en jeu des mécanismes indépendants de I’oxygeéne.
3-1 Mécanismes de lyse dépendant de l'oxygéne.

Ce processus nécessite I’intervention de diverses enzymes tel la NADPH
oxydase, la myéloperoxydase (MPO) et la NO synthase (figure 7). Il entraine la
production de réactifs oxygénés et nitriques, lesquels sont toxiques pour une

grande variété de microorganismes. Ces mécanismes oxydatifs sont activés des
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que le processus de la phagocytose est amorcé. Les principaux réactifs produits
lors de ces événements sont: le superoxyde anion (O7), le peroxyde d’hydrogéne
(H;0,), les radicaux hydroxyles (OH"), I’acide hypochlorique (HOCI) et le
monoxyde d’azote (NO). Le premier dérivé oxygéné qui se forme est I'02". 11 est
généré sous ’action de la NADPH oxydase, laquelle induit la transformation de
I’oxygeéne moléculaire en O, via I’apport d’électrons libres (Cohen et al., 1988;

Klebanoff et Walterdorph, 1990; Thomas et Lehrer, 1988; Weiss, 1989).

NADPH + 20, — 20, + NADP* + H"
(NADPH oxydase)

Le superoxyde anion néoformé se transforme en présence de la superoxyde

dismutase (SOD) en peroxyde d’hydrogene (H20,).

20, +2H — 0, + H,0,
(SOD)

H,0, en présence d’halogénures tel le chlore, 'iode et le brome entraine la

production de 1’acide hypochlorique sous 1’action de la myéloperoxydase (MPO).

H,0, + ClI'+ H - HOCI + H,0
(MPO)

En plus, le peroxyde d’hydrogéne peut entrainer la production de radicaux
hydroxyles. Ceci peut s’effectuer suivant deux types de réaction; la réaction de
Fenton et la réaction de Haber-Weiss. Le type de réaction est déterminé par le
genre de réactifs mis en jeu. Dans le cas du fer c’est la réaction de Fenton, alors

que le superoxyde anion implique la réaction de Haber-Weiss.

H,0, + Fe?* - Fe’* + OH + OH" (réaction de Fenton)
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H,0, + 0y > O, + OH + OH®  (réaction de Haber-Weiss)

Le monoxyde d’azote (NO) est synthétisé & partir de la L-arginine en présence de

la NO-synthase.

2Arginine + 20, + 3NADPH + 3H" — 2Citrullines + 2NO + 2HCL + 3NADP
(NO synthase)
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MPO + H,0, + CI" — agent toxique

l
02 — 0Oy

MWADFH-sRADE

Figure 7. Effet bactéricide de la myéloperoxydase (MPO) en présence du
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et de certains halogénures dans le phagolysosome
du neutrophile. La réaction de la MPO avec les halogénures et le H>O; entraine la
formation de dérivés oxygénés et nitriques qui sont toxiques pour une grande

variété d'agents pathogenes.
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Tous ces dérivés oxygénés qui se forment lors de ce processus oxydatif jouent
un role fondamental dans la défense de 1’hote contre plusieurs agents infectieux.
Leurs effets toxiques affectent plusieurs aspects physiologiques de la cible. Ils
provoquent une variété d’altérations qui peuvent toucher les glycans, les
protéines, les lipides et les acides nucléiques. De plus, ils sont impliqués dans
I"amplification du processus inflammatoire. Effectivement, ils induisent la
synthése de I’IL-1 et du TNFo et des médiateurs lipidiques (prostaglandines et
leucotriénes). Ils activent également certains facteurs de transcription tel le NFkB.
En outre, ils induisent les protéines hsp (heat shock proteins) et diminuent le Bel-2
avec déclenchement de la mort cellulaire (Revillard, 1994).

L’importance de ces mécanismes oxydatifs dans la défense de I’hdte, peut étre
illustrée par 1’exemple des patients atteints de CGD (Chronic Granulomatous
Disease) ou ceux qui présentent un déficit en MPO (Segal, 1988). Ces patients
peuvent étre sujets a différentes infections. La déficience de Iactivité de la
NADPH oxydase et de la MPO, entraine une diminution du pouvoir bactéricide
des phagocytes.

La toxicité de ces réactifs oxygénés peut étre trés néfaste pour 1’hote, elle est
fortement impliquée dans plusieurs immunopathologies. Toutefois, les cellules de
I’héte posséde des moyens de défense contre les effets néfastes de ces dérivés.
Ces mécanismes de protection sont appelés des ““scavengers' . Ils sont représentés
principalement par; le glutathion (GSH) dans le cytosol, la vitamine E dans la
membrane, la catalase qui dégrade ’H,0; et la taurine qui neutralise 'HOCIL. La
protéine Bcl-2 est impliquée aussi dans ces processus de protection anti-oxydants

(Revillard, 1994).
3-2 Mécanismes de lyse indépendants de ’oxygéne.

Les granules cytoplasmiques des neutrophiles contiennent une grande variéte
de polypeptides et d’enzymes hydrolytiques. Ces derniers sont capables de
détruire efficacement  plusieurs pathogénes. Parmi les principaux facteurs
impliqués dans ce mécanisme de lyse on cite, les protéases, les phospholipases,

les glycosidases et les lysozymes. Ces enzymes agissent sur les microorganismes
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en perturbant leurs fonctions ou en détruisant les composants de leurs membranes
ou parois. Les exemples les mieux illustrés de ce type de facteurs sont représentés
par le lysozyme, la BPI (bacterial permeability-increasing protein), les défensines
et la lactoferrine. Le lysozyme peut dégrader certaines parois bactériennes
(Ellison et Giehl, 1991). La BPI perfore la membrane des bactéries Gram- en
fixant le LPS (Elsbach et Weiss, 1985). Les défensines agissent sur les bactéries
Gram+ en dégradant leurs peptidoglycans, mais elles peuvent agir aussi sur
d’autres pathogénes telles certaines bactéries Gram-, des champignons et certains
virus enveloppés. Elles peuvent induire la perte de I'intégrité des membranes
internes et externes des bactéries (Ganz et al., 1985; Selsted et al., 1985;Thomas
et Lehrer, 1988). La lactoferrine bloque l’activité des enzymes bactériennes

dépendantes du fer en le chélatant (Bullen, 1981; Bullen et al., 1991).

Les deux mécanismes de lyse oxydatif et non oxydatif peuvent détruire un
grand nombre de pathogenes. Ils peuvent agir en synergie comme ils peuvent agir
indépendamment 1’un de l’autre. Malgré Iefficacité de ces deux processus,
plusieurs micro-organismes ont pu développer diverses stratégies pour déjouer le
pouvoir de lyse des PMN. Ainsi la susceptibilité des pathogénes aux dérives
oxygénés varie suivant les espéces. Cette différence de la sensibilité dépend du
taux intracellulaire de certaines enzymes, notamment la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase, les réductases et les peroxydases. Grice & ces systemes
enzymatiques, plusieurs agents infectieux peuvent échapper a I'effet fatal des
dérivés oxygénés. Par exemple, Listeria monocytogenes peut éviter I’action létale
des métabolites d’oxygeéne en augmentant sa production de catalase (Bortolussi et
al., 1987). De méme Neisseria gonorrhoeae résiste & des concentrations élevées
de H,0, grice a I’induction de la synthése de nouvelles protéines (Fu et al., 1989).
Escherichia coli, Salmonella typhimurium et Bacillus subtilis peuvent survivre en
présence de concentrations létales de H,O, (Morgan et al., 1986). Leur adaptation
semble liée 4 ’induction de divers mécanismes tels la production d’enzymes anti-
oxydantes et la réparation d’ADN. D’autres micro-organismes ont developpé
d’autres moyens d’échappement a la lyse, tel est le cas de Leishmanie qui peut

résister a des milieux acides, Legionella pneumophilia et Toxoplasma gondi qui
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peuvent inhiber I’acidification du milieu. Certains agents infectieux peuvent
inhiber la fusion phagosome-lysosome, c’est le cas par exemple, de Chlamydia

psittaci et Mycobacterium tuberculosis.
4- Implication du neutrophile dans la réaction inflammatoire.

Les neutrophiles sont fortement impliqués dans le processus inflammatoire. Ils
interviennent dans la destruction des pathogénes et des cellules endommagees, de
méme que, dans la production d’agents pro-inflammatoires, tels les facteurs
chimiotactiques, les cytokines, les leucotriénes et d’autres médiateurs lipidiques.
Matheureusement, ils peuvent aussi induire différentes lésions tissulaires. Dans
les conditions normales, la production de facteurs chimiotactiques s’arréte dés que
le pathogeéne est détruit par les PMN. Ces derniers cessent de migrer au site
inflammatoire et les processus de cicatrisation et de réparation des tissus
commencent. Toutefois, quand Dinfiltration des neutrophiles au site
d’inflammation ne cesse pas, les tissus peuvent étre endommages en permanence.
C’est le cas par exemple des tissus qui manifestent des inflammations chroniques.
Les facteurs produits lors de l’activation des PMN peuvent endommager
sérieusement les tissus de ’héte. Ces dommages peuvent étre provoqués par la
perturbation des systémes anti-oxydants et anti-protéases. En effet, le plasma et
les fluides tissulaires contiennent une grande variété d’inhibiteurs de proteases.
Plusieurs anti-protéases sont membres de la famille SERPIN (serine protease
inhibitor) (Smith, 1994), c’est le cas par exemple de o-proteinase inhibitor, o-

antichymotrypsin et plasminogen-activator inhibitor.

Les dérivés oxygénés peuvent endommager les tissus de I’hdte en réduisant les
concentrations extracellulaires des anti-protéases de telle sorte qu’elles ne
puissent pas inhiber les protéases sécrétées (Weiss, 1989). HyO, inactive les anti-
protéases tel 1’cu -protease inhibitor et 1’0.,- macroglobuline, lesquelles sont des
inhibiteurs endogeénes de 1’élastase. De plus, H,0; active les formes latentes des

métalloprotéases telles la collagénase et la gélatinase. Ces derniéres contribuent a
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’inactivation des anti-protéases (Saari et al., 1990; Vissors et al.,, 1988). Les
produits oxydatifs générés lors de 1’activation des neutrophiles peuvent prolonger
la réaction inflammatoire. Cette prolongation peut étre due a la perturbation du
résean d’anti-protéases dont D’activation peut étre affectée par les métabolites
d’oxygeénes. Ceci peut engendrer une activité plus prolongée des protéases et des

dérivés oxygénés.
III- Immunopathologie du neutrophile

Les PMN jouent un réle primordial dans la réponse immunitaire. Ils
représentent la premiére ligne de défense qui intervient lors des agressions
externes. Toutefois, ces cellules peuvent étre impliquées dans plusieurs
immunopathologies. Elles peuvent provoquer des dommages tissulaires assez
sérieux chez ’hote (Weiss, 1989). En effet, les neutrophiles peuvent produire un
ensemble de réactifs oxygénés tel, 1’0", H,O, et HOCI. En outre, ils contiennent
dans leurs granules une grande variété d’enzymes protéolytiques notamment,
I’élastase, la collagénase et la gélatinase (Smith, 1994). Tous ces constituants des
PMN et ces dérivés oxygénés peuvent étre toxiques non seulement pour les

pathogénes, mais aussi pour I’hdte s’ils sont sécrétés dans I’espace extracellulaire.

Les dommages tissulaires peuvent se produire lors de différentes étapes de
I’activité des neutrophiles. Parmi ces étapes on note la migration durant laquelle
une activation prématurée des PMN entraine la production des dérivés toxiques, la
destruction de la cible au cours de laquelle il peut y avoir libération des produits
toxiques dans le milieu extracellulaire. La phagocytose frustrée *frustrated
phagocytosis™* par exemple est un événement qui peut induire la sécrétion des
dérivés toxiques dans 1’espace extracellulaire. Ce phénomeéne peut avoir lieu

quand la taille de la cellule cible ne permet pas son internalisation par le

phagocyte.
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Les principaux facteurs impliqués dans les dommages tissulaires sont, les
enzymes protéolytiques, les dérivés oxygénés et les métabolites de l’acide
arachidonique. Ces différents facteurs peuvent agir indépendamment les uns des
autres ou en synergie. Ainsi les dérivés oxygénés peuvent induire directement
d’importantes lésions au niveau des cellules de I’hdte (Johnson et al., 1981;
Martin et al., 1981; Sacks et al., 1978; Simon et al., 1981). De plus, ils peuvent
activer certaines métalloprotéases dont la collagénase et la gélatinase (Peppin et
Weiss, 1986; Weiss et al., 1985). La réaction de HOCI avec certaines amines peut
entrainer la production de dérivés aminés. Ces derniers sont trés toxiques et ont
une longue durée de vie (Test et Weiss, 1986; Weiss, 1989). Les dérivés oxygenes
peuvent entrainer la péroxydation des lipides membranaires. Ceci altére I'intégrité
structurelle des membranes. De méme, ces métabolites d’oxygeéne peuvent
directement s’attaquer aux protéines des membranes cellulaires et affecter ainsi
leurs fonctions (Wolf et al, 1986). Ils peuvent induire des changements
conformationnels ou des dénaturations des protéines. En outre, ces réactifs
peuvent altérer la structure et la fonction de I’ARN et de ’ADN (Weitzman et
Gordon, 1990). Les métabolites de 1’acide arachidonique tel les prostaglandines,
les thromboxanes et les leucotriénes, sont aussi capables de causer des dommages

tissulaires.

En plus des dérivés d’oxygéne et d’acide arachidonique, les enzymes
protéolytiques peuvent également nuire & ’héte. Effectivement, trois principales
enzymes semblent fortement impliquées dans les lésions tissulaires. Ceci peut se
produire malgré la présence du systéme anti-protéase. Ce dernier peut €tre

perturbé par divers facteurs tel H,O, qui peut inactiver les anti-proteases; o -

protéase inhibitor et op-macroglobuline. Les enzymes protéolytiques peuvent
s’attaquer 4 différents constituants de la matrice extracellulaire. Cette dernicre est
impliquée dans différentes fonctions cellulaires notamment, la régulation de la
forme des cellules, la migration et la réparation des tissus. Ces enzymes peuvent
alors dégrader 1’élastine, le collagéne, les protéoglycans, les glycoprotéines de

méme que d’autres composants. Ainsi, I’¢lastase qui est un constituant des
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granules azurophiles peut dégrader 1’élastine, le collagéne de type III et IV, la
fibronectine, les protéoglycanes et d’autres composants (Janoff, 1985). La
collagénase et 1’élastase peuvent digérer le cartilage articulaire, les tissus
¢lastiques des vaisseaux artérielles et I’élastine du tissu des poumons. En outre,
les métalloprotéases peuvent aussi s’attaquer a la matrice extracellulaire. Ainsi, la
collagénase peut dégrader le collagéne de type I, I et III, alors que la gélatinase
peut cliver le collagéne de type IV, V, et XI (Weiss et Peppin, 1986). En plus
d’agir directement sur les tissus, les enzymes protéolytiques contribuent a
I’amplification des réactions inflammatoires par différents processus tel le clivage

des composants du complément.

Ces différents mécanismes de toxicité, dégradation et de lyse impliquent les
neutrophiles dans plusieurs pathologies notamment, I’ARDS (Adult respiratory

distress syndrome), I’infarctus myocardique et 1’arthtrite theumatoide.
1. L’ARDS (Adult respiratory distress syndrome)

L’ ARDS est un processus inflammatoire qui entraine I’altération de la structure
et des fonctions des tissus du poumon. Cette maladie est caractérisée par une
infiltration assez importante des neutrophiles et des lésions tissulaires au niveau
des poumons (Martin et al., 1989). De méme, les personnes atteintes par I’ARDS
présentent des anomalies fonctionnelles au niveau des neutrophiles du sang. Les
dommages des tissus semblent étre causés par les dérivés oxygénés, les enzymes
protéolytiques et les métabolites de 1’acide arachidonique. Ainsi, diverses études
faites sur des animaux tel le lapin, le chien et le mouton ont montré I’implication
de différents facteurs notammemt, OH, H,0; HOCI, I’élastase, I’acide

arachidonique et le thromboxane B, (Demling, 1982; Ogletree et Brigham, 1980).

2. L’infarctus myocardique

Cette pathologie est associée & infiltration et ’activation des neutrophiles au

niveau du myocarde. Les principaux facteurs impliqués dans Dinfarctus
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myocardique sont les métabolites d’oxygene, les molécules d’adhésion, certaines
protéases, le complément et le leucotriéne B4 (McCutchan et al., 1990; Walden et
al., 1990). Ainsi le C5a et le LTB4 semblent jouer un rdle important dans
Iinfiltration des neutrophiles au niveau du myocarde (Entman et al., 1991;
Karasawa et al., 1991). Certaines études associent aussi le PAF a cette infiltration
(Kubes et al., 1990). De plus les molécules d’adhésion; CD11b/CD18 et ICAM1
interviennent dans les interactions entre neutrophiles et myocytes. Des études ont
démontré qu’il y a une augmentation d’expression de ’ARNm de CD11b/CD18,
ICAM1 et de la séléctine-P lors de I’infarctus myocardique (Smith et al., 1991b).
De méme, 1’utilisation d’anticorps monoclonaux de CD18 et de CD11b entraine
une diminution de I’accumulation des neutrophiles dans le myocarde chez certains
animaux (Dreyer et al., 1991; Simpson et al., 1988). Le C5a semble agir comme
un facteur chimiotactique initial qui va attirer les neutrophiles vers la 1ésion. Les
PMN alors adhérent & I’endothélium vasculaire via CD11b/CD18 et ICAM1 et
migrent 2 travers les cellules endothéliales. Les neutrophiles activés vont sécréter
le LTB4 et le PAF. Ces derniers vont induire le recruitement et 1’activation des
PMN. A ce stade, les neutrophiles activés vont libérer leurs protéases et les

dérivés oxygénés et entrainer alors les lésions tissulaires.

3. L’arthrite rhumatoide

L’arthrite rhumatoide est une maladie autoimmune. Elle est caractérisée par la
prolifération des cellules synoviales, I’inflammation chronique, la destruction des
tissus articulaires adjacents, la résorption osseuse et la destruction des composants
de la matrice extracellulaire (Chin et al., 1990). Différentes cellules sont
impliquées dans cette pathologie notamment les macrophages, les cellules
synoviales, les lymphocytes T et les neutrophiles (Baker et al., 1983; Hogg et al.,
1985; Kato et al., 1997; Weinberg et al., 1993; Weissman et Korchak, 1984). Ces
derniers sont présents en grande quantité dans le fluide synovial. Les principaux
facteurs qui sont associés & I’arthrite rhumatoide sont les complexes immuns,
certaines cytokines et facteurs de croissance, les molécules d’adhésion et certains

médiateurs inflammatoires. Les neutrophiles peuvent étre attirés et activés au site
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de I’inflammation par I'IL-8 et les complexes immuns (Smith, 1994). D’autres
cytokines et médiateurs produits au niveau des tissus synoviaux peuvent aussl
affecter les fonctions des PMN. Parmi ces facteurs on cite I'IL-1, ’'ENA-78, le
TNFa, le TGFp et le GM-CSF (Alvaro-Gracia et al., 1991; Chin et al., 1990;
Koch et al., 1994). Une fois activés, les neutrophiles libérent leurs enzymes
protéolytiques ainsi que d’autres médiateurs pro-inflammatoires. Ceci provoque
une amplification du processus inflammatoire et des lésions tissulaires plus

importantes (Weissman et Korchak, 1984).

IV- Interactions cellulaires

Les neutrophiles peuvent interagir avec une grande variété de cellules. Ceci
peut se faire par un contact direct cellule- cellule via les récepteurs de surface, ou
4 distance par 1’intermédiaire de facteurs solubles. Ces demiers peuvent €tre des
cytokines, des facteurs de croissance ou d’autres médiateurs solubles tels les
métabolites de 1’acide arachidonique. Le contact direct peut se produire via les
molécules d’adhésion ou d’autres récepteurs. Parmi les principales cellules qui
interagissent avec les PMN on cite, les lymphocytes, les monocytes/macrophages,
les cellules endothéliales, les cellules epithéliales, les plaquettes, les myocytes,
les fibroblastes et les synoviocytes. Toutes les interactions qui se produisent que
ce soit directement ou indirectement entre les neutrophiles et ces cellules peuvent
réguler Pensemble de leurs fonctions. Ainsi, la migration des neutrophiles se
trouve influencée par ’expression des molécules d’adhésion telles LFA-1, MACI
et ICAM-1 et par la sécrétion des médiateurs solubles tels le PAF, le LTB4 et
I’IL-8. L’opsonisation dépend de I’expression des récepteurs CR3, CD32 et CD64
qui interagissent respectivement avec le C3bi et les anticorps. De méme, les
mécanismes de lyse dépendent 2 la fois de I'interaction directe des PMN avec la
cible et des médiateurs solubles tels I’IL-1, I’'TL-8, le TNFa, le PAF et 'ENA-78.
Ces interactions ont pour but de bien gérer les différentes fonctions des

neutrophiles et de mener i terme tout processus inflammatoire. Toutefois,
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certaines perturbations peuvent se produire au sein de ce réseau et entrainer un
déréglement d’une ou plusieurs activités des PMN. Ceci engendre alors des
anomalies dans la réponse immunitaire impliquant ainsi les neutrophiles dans

diverses immunopathologies.

V- Problématique et objectifs du travail

Des études récentes ont démontré que les interactions des neutrophiles avec
d’autres cellules telles les fibroblastes et les plaquettes, peuvent augmenter leur
survie et leur activation (Andonegui et al., 1997; Ling et al., 1990). Cet effet
semble dii 4 un ou des facteurs sécrétés par ces cellules. Ces observations
suggerent que les fibroblastes et les plaquettes peuvent influencer les propriétés
proinflammatoires des neutrophiles dans les tissus. En plus, les PMN sont
impliqués dans une grande variété d’immunopathologies notamment Iarthrite
rhumatoide. En effet, I’accumulation des neutrophiles activés au niveau du liquide
synovial des patients stipule I’existence de médiateur (s) responsable (s) de ce
recrutement et cet activation. Ce (s) facteur (s) pourrait étre produit par les
cellules avoisinantes telles les synoviocytes et les macrophages. Notre projet de
recherche porte sur 1’étude des interactions cellulaires lors de co-cultures :
neutrophiles / synoviocytes et neutrophiles / macrophages (RAW264.7). Cet étude
s’intéresse 4 1’impact des facteurs de croissance sur la survie et I’activation des
PMN. En outre, cette recherche tente d’élucider certains aspects du réle joué par
les neutrophiles dans certaines pathologies inflammatoires tel 1arthrite. De méme,
ce projet porte sur I'implication des synoviocytes et / ou les macrophages dans la

régulation de la survie et des fonctions des PMN.
Notre plan d’étude est le suivant :

1- A partir des membranes synoviales des genoux de rats, nous avons isolé et mis

en culture les synoviocytes.
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Lors de co-cultures : neutrophiles/synoviocytes et neutrophiles/macrophages
(RAW264.7), nous avons évalué la survie des neutrophiles pendant différentes

périodes d’incubations.

A partir des cultures cellulaires des synoviocytes et des RAW264.7, nous
avons généré des milieux conditionnés. Ces derniers ont été mis en présence

des PMN et on a évalué la survie des neutrophiles.

Nous avons analysé ’impact de ces milieux conditionnés sur certaines

fonctions des PMN notamment la respiration oxydative et la phagocytose.

On a fractionné le milieu conditionné et caractérisé le poids moléculaire du

facteur en question par centrifugation ultradifférentielle.

A l’aide de test d’immunoneutralisation, on a démontré que le facteur est

différent des modulateurs connus dans la littérature.
On a étudié certaines propriétés physico-chimiques du facteur.

A P’aide des techniques de séparation par la FPLC et 1’éléctrophorese, nous

avons pu obtenir le facteur sous une forme semi-pure.

Le facteur particllement purifié a été évalué pour ses propriétés biologiques

sur les neutrophiles in vitro.
On a essayé d’obtenir la séquence du facteur en question.

Etant donné que le facteur prolongeait la survie des PMN, on a étudi¢ son

mécanisme d’action via son effet sur I’apoptose.

On a analysé 1’effet du facteur sur ’expression de Fas et de Bel-2.
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Partie 1

Nous avons voulu étudier Iimpact des interactions  cellulaires
(neutrophiles/synoviocytes et neutrophiles/macrophages) sur la modulation de la
survie et de 1’activation des PMN. A cet effet nous avons etabli des co-cultures:

( PMN / SYN et PMN / RAW) et nous avons étudié la survie et I’activation des
neutrophiles en co-culture et en présence des milieux conditionés des SYN et des
RAW. De plus, nous avons entammé des procedures de purification du facteur secreté

par les synoviocytes, et nous avons examiné son effet sur 1’apoptose.
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Summary

In vitro cultured polymorphonuclear neutrophils (PMN) rapidly die displaying
changes characteristic of cells undergoing apoptosis. Herein, we demonstrate
that co-culture of PMNs with rat synoviocytes and macrophage cell line RAW
264.7 enhances human neutrophils survival and activation demonstrated by
superoxide production and phagocytosis. Conditioned medium from cultures of
synoviocytes or RAW 264.7 cells enhanced neutrophil survival to the same
level as the co-culture with the respective cells. This enhancement of survival
was not inhibited by addition of neutralizing antibodies against several
cytokines such as GM-CSF, IL-1,, IL-8 and TGF-B1. Preliminary assessment
of physjcochemical properties of the crude conditioned medium demonstrated
the presence of a soluble, heat-stable factor withstanding temperatures of up to
90-100°C for 20-60 minutes. Moreover, the heated conditioned medium
showed greater activity than the crude (non-heated) conditioned medium.
Estimation of the molecular weight of the factor by ultrafiltration showed it to
be present in a fraction greater than 100 kD which sustained neutrophil survival
and activation in both crude and heated conditioned media of culitured rat
synoviocytes. Characterization by gel filtration showed that the fraction
corresponded to approximately 600 kD and was active in promoting survival
and activation of PMNs. Estimation of molecular weight by gel
electrophoresis, under non denaturing conditions, showed this factor to have a

molecular weight around 240 kD. Our results indicate that rat synoviocytes and



56

RAW 264.7 secrete soluble factors that can enhance neutrophil survival and
activation. These data suggest that rat synoviocytes are strongly implicated in

neutrophils activation and could play a key role in inflammatory disorders.

Key words:  Neutrophils, Synoviocytes, Activation, Apoptosis, Cytokines,

Inflammation.

Introduction

Neutrophils are the major type of polymorphonuclear leukocytes that are
mobile and can ingest and destroy most pathogenic microorganisms. PMNs act
as the first line of defense against invading pathogenes. During the
inflammatory response, neutrophils leave the circulation upon appropriate
stimulation and enter the inflamed areas to exert their biological function. In
the absence of appropriate stimuli, neutrophils undergo programmed cell death
(PCD) and subsequently senesce. The apoptotic senescent PMNs are then
recognized and phagocytosed by macrophages. This event represents a
mechanism capable of promoting resolution of inflammation. Synoviocytes
and macrophages play an important role in the inflammatory processes via the
production of various mediators which modulate survival, activation and
disposal of neutrophils. In addition to cell recruitment from blood,
enhancement of neutrophil survival may represent a major mechanism of PMN
accumulation at the inflammatory sites. It has been shown that co-culture of
fibroblasts and pulmonary macrophages as well as their conditioned medium
enhances neutrophil survival (1,2,5,17). This enhancement might be due to the
action of a single cytokine or a combination of cytokines. Among the
cytokines involved GM-CSF, G-CSF, IL-,, IL- 2, IL- 5, IFN, and TGFp, have
been shown to increase neutrophils survival (3, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 14, 32) and
activation (9, 12, 13, 17, 27, 28, 32). It has been also shown that IL- 2 prevents
neutrophil apoptosis by inducing new RNA and protein synthesis (8). Other
cytokines such as IL- 8 and its related molecules (19, 25, 27, 32), chemokines
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(19, 27, 29), FMLP related bacterial product (28), C5a product of complement
activation and bioactive lipids, platelet activating factor (15) and leukotriene
B4 (26) also modulate neutrophil activation. In this study, we demonstrate that
rat synoviocytes and macrophage cell line (RAW264.7) as well as their
conditioned media enhance human neutrophil survival and activation. Our
results indicate that rat synoviocytes and RAW264.7 cell line secrete a soluble

factor that can prolong neutrophil survival and promote their activation.

Materials and methods

Cell lines

RAW 264.7 cells were obtained from ATCC (TIB 71). They were cultured in
complete media: (DMEM, Gibco) supplemented with 5% fetal bovine serum
(FBS, Hyclone), 2mM l-glutamine (Gibco) and 1 % penicillin/streptomycin
(Gibco). Two millions RAW 264.7 cells were seeded overnight in 12-well
plate (Corning) for adherence before the begining of the co-culture.
Synoviocytes were isolated from rat synovial membrane as described by
Lafyatis et al,1989 (15) with a slight modification in the culture media.
Passages number 4 - 9 of rat synoviocytes were etablished in enriched medium
[DMEM-F12 (Gibco) supplemented with 20% FBS, garamycine (100ug/ml)
and 0.2% fungizone (Gibco)] by plating in 75 cm’ plastic tissue culture flasks
(corning). After reaching confluence, the synoviocytes were passaged by
treatment with trypsin and were reseeded overnight in enriched medium in 12-

well plate at a concentration of 2x10° cells/ml for adherence before the

begining of the co-culture.

Conditioned media

Conditioned media (supernatant: SN) were aspirated from confluent cultures of
synoviocytes and RAW 264.7. These conditioned media were pooled,
centrifuged for 30min at 1000g, filtered through 0.45-um (Millipore) and kept
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at -80°C until used. In some assays, conditioned media were heated for 20 to
60 minutes at 90 to 100°C.

Fractionation of the conditioned media was achieved by ultrafiltration on
100kD cutoff centricon (Amicon). Fractionated conditioned medium was
processed through a FPLC gel filtration (Superose 6, Pharmacia) for

preliminary purification.

Electrophoresis

Biologically active fractions obtained by FPLC from rat synoviocytes heated or
not heated fractionated conditioned media were run on a PAGE 10% ,0.75mm
thikness under non denaturing and non reducing conditions. Proteins were
visualized by silver staining. Molecular weight of the sample was estimated by

comparison with high molecular weight protein standards (Bio-Rad).

Protein recovery from native gels

To extract proteins from native gel we used an Amicon's combined
Microcon/Micropure system. Briefly, biologically active fraction obtained by
gel filtration was electrophoresed ( PAGE 10%, 0.75mm) under non denaturing
and non reducing conditions. All bands on the gel were then cut, and these
excised bands were homogeniszed in an extraction buffer and prepared for
recovery in a Microcon/Micropure system according to the supplier's

instruction. All samples were then assessed for their biological effect on

neutrophil phagocytosis.

Culture of human neutrophils

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) were obtained from peripheral blood of
healthy volunteers by gradient centrifugation with Iympholyte-poly
(Cedarlane) followed by hypotonic lysis of contaminating erythrocytes. They
were resuspended in completed medium, RPMI supplemented with 10 % FBS
(Gibeo). Differential count gave 92-97 % neutrophils in a Wright Giemsa

staining.
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Freshly isolated PMN (2x10° cells/ml) were added to enriched medium as
control or to confluent synoviocytes and RAW 264.7 for a period of 18, 24, 43
or 72 hours in 12-well tissue culture. In other experiments, neutrophils (2x106
cells/ml) were incubated with conditioned media collected from synoviocytes
and RAW 264.7 or with enriched medium as control. . The cultures were
maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 95 % air 5 % CO,. All
samples were assayed in duplicate. After incubation, neutrophil survival was
assessed by trypan blue exclusion and data were expressed as the percent of

viable cells.

Apoptosis

Apoptosis was assessed according to the method described by Nicoletti et al
(31). Briefly, freshly isolated neutrophils were incubated for 24 hours at 37°C
with different fractions obtained by filtration through the superose 6 column of
the synoviocytes heated and fractionated conditioned medium. After
incubation, cells were stained by propidium iodide ( PI, Sigma) and analyzed
for apoptosis using XL Flow Cytometer. Data were then expressed as the

percent of apoptotic cells.

Neutrophils activation

PMN activation was assessed by respiratory burst and phagocytosis as
described in (32 ). Briefly, freshly isolated neutrophils were incubated for 24
hours at 37°C with fractionated conditioned media ( heated or not) collected
from rat synoviocytes and RAW 264.7 cultures or with fractions obtained by
filtration through a superose 6 column. After24 hours of incubation,
neutrophils were then adjusted to 1 x 10° cells/ml in phosphate buffer saline
(PBS) supplemented with D-glucose and incubated with hydroethidine (HE,
Sigma) (100ng/test) for oxidative burst or with fluoresbrite carboxylate
microspheres (Polysciences) (1/10 dilution) for phagocytosis. After 30 min
incubation at 37°C, PMN were washed and fixed in 2% paraformaldehyde.
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Fixed neutrophils were then analyzed for activation using XL Flow Cytometer

(Coulter). Data were then expressed as the percent of activated cells.

Statistics
Results are expressed as mean + SEM. Statistical evaluation of the data was
performed by student-t test to determine a significant variance. A P- value less

than 0.05 was considered significant for all tests (*).

Results

Our results demonstrate that co-culture of human neutrophils with
either rat synoviocytes or macrophagic cell line RAW 264.7 significantly
enhances their survival compared to control (neutrophils alone) cultured cells.
When co-cultured at 17, 24, 48 and 72 hours incubation times there is a 10-
30% increase in the number of surviving neutrophils determined by trypan blue
exclusion (figure 1). This enhancement was optimal at 24 hours. This
incubation time was therefore chosen as for all subsequent analysis. To
determine whether cell contact was nesessary for the enhancement of survival
or whether it was due to a soluble factor, we have collected the conditioned
media of the synoviocytes and RAW 264.7 cultures. As shown in figure 2, cell
contact was not required since the constitutive expression of a soluble factor in
the conditioned medium still retained enhancement of neutrophil survival.

Evaluation of the physicochemical properties showed that a 20 to 60
minutes incubation of conditioned medium at 90 to 100°C, did not affect the
activity of the factor. Furthermore, chymotrypsine and acidic treatments had no
effect on the activity of the conditioned medium and did not affect
enhancement of neutrophils survival (data not shown).

To further characterize the nature of the soluble factor and to determine
the role of known cytokines in the enhancement of neutrophil survival, we
have used a number of neutralizing antibodies against IL-1a., IL-8, GM-CSF.

As shown in table 1, the soluble factor from the conditioned medium
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responsible for enhancement of neutrophil suvival was markedly different from
IL-1a, IL-8, GM-CSF. Estimation of molecular weight by ultrafiltration
showed that the factor obtained from both RAW264.7 macrophage cell line and
synoviocyte conditioned media that retained neutrophil survival enhancement
was greater than 100Kd (table 2). Furthermore, heat treatment of conditioned
media did not affect molecular weight determination. Concurrently with
enhancement of neutrophil survival by conditioned medium’s fraction greater
than 100kD it also significantly enhanced neutrophil activation measured by
superoxide production (table 3).

Gel filtration (superose 6, FPLC) was also performed on synoviocytes
heated and fractionated conditioned medium greater than 100 kD. A gel
filtration profile is shown in figure 3. It was determined that the molecular
weight of the factor related to neutrophil activation (assessed by superoxide
generation and phagocytosis) was approximately 600 kD. As shown in figures
4 and 5, this factor strongly affected neutrophils activation by enhancing
phagocytosis and superoxide production. By electrophoresis under non
denaturing condition, the estimated molecular weight of this factor was
approximately 240kD (figure6). This estimation was concluded after
assessement of proteins recovered from native gel by Microcon/Micropure
System for their effect on neutrophil phagocytosis (data not shown).

To determine the possible mode of action of this factor affecting
neutrophil survival, we have investigated its effect on neutrophil apoptosis. The
results showed that treatment with this factor resulted in a decrease of

neutrophil apoptosis assessed by propidium iodide incorporation (figure 7).

Discussion

In this study, we have demonstrated that in vitro neutrophil survival is
enhanced by RAW 264.7 or synoviocytes co-culture and by their respective
conditioned medium. PMN have limited life span in vitro and in vivo (18, 24,

30) and in the absence of appropriate stimuli, neutrophils undergo programmed
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cell death, an active process known as apoptosis. In this context, our results
indicate that conditioned medium from RAW 264.7 and synoviocyte cultures
produce a soluble factor which enhances neutrophil survival and activation.
Furthermore, the factor derived from synoviocytes conditioned medium
decreases neutrophil apoptosis and enhances their activation demonstrated by

an increase in phagocytosis and superoxide production.

PMN are known to play a central role in inflammation. These cells are
the first cells to be recruited at the inflammatory site. The activities of
neutrophils are regulated by different mediators such as cytokines, bioactive
lipids and other molecules (15,26). Their functions depend on a complex
balance of stimulatory and inhibitory pathways which are regulated by these
mediators. Our data indicate that in the presence of other inflammatory cells
(macroi)hages) or at an inflammatory site (for example: in contact with
synoviocytes), PMNs survival and activation can be controlled by soluble
factors released in the microenvironnement. As seen by neutralizing antibodies,

this soluble factor is different from IL-1a, IL-8, GM-CSF.

It is also heat stable and has an approximate molecular weight of 240
kD on gel electrophoresis under non denaturing conditions. Similar data was
observed by Ogushi et al (17), who showed that fibroblast co-cultures
contained two soluble factors affecting PMN survival, the first one was less
than 10kD and was determined to be IL-8 and the second one was greater than
100kD and still non identified. In the other hand (1), co-culture of human
neutrophils with human fibroblasts maintained the viability and enhanced the

functional response of neutrophils.

Preliminary studies for the characterization of this factor showed that it
is not inactivated by acidic pH or exposure to chymotrypsine. Other studies of
the physicochemical properties and chromatography analysis are under
investigation to further purify and characterize this factor. Our data suggest that

this factor can play a central role in inflammatory processes by modulation of
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neutrophil survival and activation. This finding may be of clinical interest and

it raises the possibility that a therapeutic approach targeting this factor might

specifically reduce neutrophil activation particularly in inflammatory disorders

and other diseases in which synoviocytes may play a major role in the

activation of neutrophils.
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Figure 1. Neutrophils survival in co-culture with RAW:264.7 and Synoviocytes. Survival was
determined by trypan blue exclusion at different times. A P< 0.05 was considered significant:®.

(n = 13).
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Figure 2. Effect of conditioned media on neutrophil survival. Cells (PMN : P) were
incubated for 24 hours with or without conditioned media (heated(H) or not), collected
from synoviocytes (sur S) and RAW 264.7 (Sur R) cultures. Cells viability was determined b

trypan blue exclusion.Data are expressed as the percent of viable cells. A P< 0,05 was
considered significant:*. (n = 13).
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Table 1. Effect of neutralizing antibodies on neutrophil survival

70

Treatement SN:RAW SN:SYN
Control 71£5.4 69+43
Anti IL-1a (0.03ug/ml) 70+ 2.6 68 +2.2
Anti IL-8 (180ug/ml) 72 3.0 69+1.6
Anti GM-CSF (0.7ug/ml) 68+ 1.5 67+ 1.8

Conditioned media were collected from RAW264.7 (SN:RAW) and synoviocytes
(SN:SYN) cultures and assayed for neutrophils survival after 24 incubation. The

control is presented by neutrophils incubated in RPMI supplemented with 10%-FBS.

No difference was detected with isotypic control. A p-value > 0.05 was not

considered significant. (n = 6).
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Table 2. Effect of fractionated conditioned media on neutrophil survival

Media

Neutrophil survival (%)

Control

SN: RAW < 100 kD
SNH: RAW < 100 kD
SN: SYN < 100 kD
SNH: SYN < 100 kD
SN: RAW > 100 kD
SNH: RAW >100 kD
SN: SYN > 100 kD
SNH: SYN > 100 kD

54+6.3
59+ 6.7
60£6
57+ 3.2
58+54
Tl a5
72 £ 5.8%
61 +£2.9%
64 + 6*

Conditioned media were collected from RAW264.7 (SN:RAW) and synoviocytes
(SN:SYN) cultures, and fractionated by ultrafiltration on 100kD cutoff centricon.
Heated conditioned media (SNH:RAW or SNH:SYN) were also fractionated and

assayed for neutrophils survival after 24h incubation. The control is presented by

neutrophils incubated in RPMI supplemented with 10%-FBS. Results are presented

as the percent of neutrophils survival. A P-value < 0.05 was considered significant: *.

(n=06).
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Table 3. Effect of fractionated conditioned media on neutrophil respiratory burst

Media Relative fluorescence
Control 54+0.19
SN: RAW < 100 kD 5.7+0.61
SNH: RAW < 100 kD 6.2+0.74
SN: SYN <100 kD 5.6 +0.53
SNH: SYN <100 kD 6.3 +£0.05
SN: RAW > 100 kD 8.6 +0.64
SNH: RAW >100 kD 8.1+1.10
SN: SYN > 100 kD 7.7+ 0.94
SNH: SYN > 100 kD 9.01£2.38

Conditioned media were collected from RAW264.7 (SN:RAW) and Synoviocytes
(SN:SYN) cultures, and fractionated by ultrafiltration on 100kD cutoff centricon.
Heated conditioned media (SNH:RAW or SNH:SYN) were also fractionated and
assayed for neutrophils respiratory burst after 24h incubation. The control is
presented by neutrophils incubated in RPMI supplemented with 10%-FBS. A p-value

> (.05 was not considered significant. ( n = 6).
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Figure 3. FPLC profile. Synoviocytes heated and fractionated conditioned medium

was eluted through a superose 6 column. Collected fractions were assessed for their

effect on neutrophils activation. The arrow indicates peak which contains biologically

active fractions.
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Figure 4A. Cytometry profile analysis of activated neutrophils: effect of fractions on

neutrophil phagocytosis. CT: PMN incubated with RPMI-10% FBS, F-2: PMN.

incubated in the presence of fraction 2 (F-2). (n=38).
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Figure 4B. Effect of fractions on neutrophil phagocytosis. Neutrophils were incubated for

24 hours in presence or absence of different fractions (F) obtained by FPLC of the
synoviocytes heated and fractionated conditioned medium. Phagocytosis was evaluated as
described in Materials and Methods. A P< 0.05 was considered significant:*. (A). Cytometry
profile analysis of activated neutrophils. (B):Calculated results obtained by cytometry analysis.
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Figure 5. Effect of fractions on neutrophil respiratory burst. Neutrophils were incubated for
24 hours with or without fractions obtained by FPLC of the synoviocytes heated and
fractionated conditioned medium. Respiratory burst was assessed as described in Materials
and Methods. A P< 0.05 was considered significant :*. (n = 8).
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Figure 6. Native PAGE. Biologically active fractions obtained by FPLC from rat

synoviocytes heated or not heated fractionated conditioned media (F2, HF2) were

electrophoresed on a 10% PAGE under non denaturing and non reducing conditions.
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Figure 7A. Cytometry profile analysis of apoptotic neutrophils: effect of fractions on

neutrophil apoptosis. CT: PMN incubated with RPMI-10% FBS, F-2: PMN incubated
in the presence of fraction 2 (F-2). (n= 7).
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Figure 7B. Effect of fractions on neutrophil apoptosis. Cells were incubated for 24 hours
with or without fractions obtained by FPLC of the synoviocytes heated and fractionated
conditioned medium. Apoptosis was assessed as described in Materials and Methods.

A P<0,05 was considered significant:*. (A): Cytometry profile analysis of apoptotic cells.
(B): Calculated results obtained by cytometry analysis.
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Partie 2

Etant donné que le facteur des synoviocytes présente certaines ressemblances
biochimiques avec le TGF-B1, nous avons pensé qu’il pourrait étre ou appartenir a la

famille du TGF-1, d’ott notre étude de I’effet du TGF-B1 sur les neutrophiles.
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Abstract - Transforming growth factor beta (TGF-J) is a multifunctional growth factor which promotes the
inflammatory process. We have investigated the effect of TGF-B1 on neutrophil survival, recruitment and
activation. These last steps are essential for their participation in the inflammatory response. Our results
demonstrate that TGF-B1 at a concentration of 20-40 ng/ml is a potent neutrophil chemotactic factor. The
chemotactic activity induced by TGF-B1 is greater than that induced by fMLP (10® M). Furthermore, TGF-B1
(20-30 ng/ml) induces neutrophil activation demonstrated by an increase of respiratory burst and phagocytosis.
Finally, TGF-B1 also enhances human neutrophil survival (43 to 93%) at concentrations as low as 2 to 20
ng/ml. This study provides evidence that TGF-f1 is capable of recruiting and activating neutrophils at

inflammatory sites and enhances their survival.

Key words: Neutrophil, chemotaxis, respiratory burst, transforming growth factor beta (TGF-f3)

INTRODUCTION

Transforming growth factor beta is synthesized
and released by most of the normal and neoplas-
tic cells, however the major reservoirs of TGF-8
are localized in platelets and bone (Craig Hooper,
1991; Grotendorst er al., 1989; Khalil er al.,
1989; Roberts and Sporn, 1993; Wahl er al.,
1993). Among its effects, TGF-P can regulate cell
growth and differentiation as well as production
of extracellular matrix proteins (Brown er al.,
1990; Glick et al., 1991; Grotendorst et al., 1989;
Khalil et al., 1991; Parekh er al., 1994; Rizzino,
1988; Sporn et al., 1987). TGF-f is strongly
implicated in the inflammatory process (Brandes
etal., 1991; Favaeral., 1991; Parekh et al., 1994;
Postlethwaite and Seyer, 1995; Susuki et al.,

Abbreviations: TGF-B: transforming growth
factor; fMLP: N-formylmethionyl-leucyl-
phenylalanine; HE: hydroethidine; PMA: phorbol
12-myristate 13 acetate
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1994; Wahl ef al., 1993). The release of TGF-f at
sites of infection and inflammation appears to
play a key role in the recruitment, adherence and
enzymatic activity necessary for leukocyte extra-
vascularization, accumulation and differentiation
(Fava et al., 1991; Parekh er al., 1994;
Postlethwaite er al., 1994; Susuki et al., 1994,
Wahl et al., 1993). In fact, TGF-p facilitates leu-
kocyte adhesion to the vessel wall and extracellu-
lar matrix at the site of inflammation, by
increasing integrin expression (Parekh er al.,
1994; Susuki et al., 1994; Wahl et al., 1993).
TGF-B also enhances prostaglandin release and
modulates several metabolic pathways (Craig
Hooper, 1991). It is a potent chemotactic factor
for blood neutrophils, monocytes and lympho-
cytes (Brandes et al., 1991; Fava et al., 1991;
Parekh er al., 1994; Postlethwaite and Seyer,
1995; Postlethwaite er al., 1994; Susuki et al.,
1994; Thelen et al., 1995; Wahl er al., 1993). The
presence of TGF-f in the synovial effusions asso-
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ciated with rheumatoid arthritis, osteoarthritis and
gout (Fava er al., 1991; Khalil er al., 1991;
Roberts and Sporn, 1993) implicates this cytokine
in the pathogenesis of these diseases. Its effects on
cells and tissues at the site of infection, demons-
trate that there is a relationship between this cyto-
kine, inflammation and pathogenesis. In this
study, we demonstrate that TGF-$1 is an impor-
tant mediator implicated in neutrophil recruit-
ment, survival and activation.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

TGF-B1 (Human, recombinant) was purchased from R&D
systems (Minneapolis, USA). fMLP and PMA were obtai-
ned from Sigma (Mississauga, Canada). 3'Chromium
(NayCrs5;04) was purchased from Amersham (Oakville,
Canada). Dihydroethidium (HE) was obtained from
Molecular probes (USA). Fluoresbrite carboxylate micros-
pheres (1.75 y) were purchased from Polysciences
(Markham, Canada).

Preparation of Human Neutrophils

Neutrophils were obtained from the peripheral blood of heal-
thy volunteers by gradient centrifugation with Lympholyte-
poly (Cedarlane, Hornby, Canada) followed by hypotonic
lysis of contaminating erythrocytes. The cells were resus-
pended in RPMI (Gibco, Burlington, Canada) supplemented
with 10% FBS (Hyclone, Logan, USA). Final cell prepara-
tions routinely consisted of >95% neutrophils as determined
by a Wright Giemsa staining. Viability was determined by
trypan blue exclusion and was greater than 97%.

Chemotaxis and Transmigration

Neutrophil chemotaxis was evaluated according to a minor
modification of the procedure described by Casale et al.
(1992). Briefly, transmigration of neutrophils through filters
was achieved using the 24 well tissue culture transwell (3
um) plates (Costar, Montreal, Canada) (Capsoni et al.,
1989; Casale er al., 1992; Gallin et al., 1973; Repesh, 1989;
Saiki ef al., 1990; Weiss et al., 1990). 3!Cr labelled neutro-
phils (1 x 10°) were placed in the upper chamber and the
chemotactic factor (TGF-P1) was placed in the lower cham-
ber. fMLP (10 M) was used as a positive control. Each
variable was tested in triplicate or quadruplicate. The plates
were incubated at 37°C in 5% CO; and 95% humidity for 2
hrs. After incubation, the lower chamber contents were
mixed with an equal vol. of 2% triton X-100, collected and
counted in a Gamma counter. The data were expressed as
the percent net stimulated migration (NSM) according to the
formula used by Casale er al. (1992):

[(cpm experimental sample) - (cpm of negative control sample)] x 100%

(total cpm added to chamber )

Phagocytosis

Neutrophils (2 x 10%ml) were incubated for 24 hrs. at 37°C
in 5% CO; and 95% humidity with various concentration of
TGF-BI. After 24 hrs., viability was determined by trypan
blue exclusion and cells were washed 3 times with PBS
containing 2 mM glucose, 1 mM MgCl,y and 1 mM CaCl,.
The cell concentration was then adjusted to 1 x 106 cells/ml
and then incubated with fluoresbrite carboxylate micros-
pheres (1/10 dilution). After 30 min. of incubation, neutro-
phils were washed and fixed in 2% paraformaldehyde.
Fixed neutrophils were analyzed for microspheres ingestion
using XL Flow Cytometer (Coulter, Montréal, Canada).
Data were then expressed as the percent of phagocytic cells.

Respiratory Burst

Neutrophils (2 x 10%ml) were incubated for 24 hrs. with
various concentrations of TGF-$1 at 37°C. After 24 hrs.
cells were washed 3 times with PBS containing 2 mM glu-
cose, 1 mM MgCl, and 1 mM CaCl, and adjusted to 1 x 10°
cells/ml. The cells were then incubated with HE (100 ng/test
(Callewaert et al., 1991; Perticarari et al., 1991, 1996; Rothe
and Valet, 1990) and PMA (200 ng/test) for 20 to 30 min. at
37°C. After incubation, cells were washed in PBS and fixed
with 2% paraformaldehyde. Respiratory burst analysis was
performed on XL Flow Cytometer. Data were then expres-
sed as the percent of fluorescent cells.

Survival

Neutrophils (2 x 10% ml) were incubated for various periods
of time in presence or absence of TGF-B1. Viability was
determined by trypan blue exclusion. Data were expressed
as the percent of viable cells.

Statistics

Results are expressed as mean + SEM. Statistical evaluation
of the data was performed by student-t test to determine a
significant variance. A p-value less than 0.05 was conside-
red significant for all tests.

RESULTS

In a two hours transmigration assay, TGF-1 was
shown to induce a potent and significant increase
of neutrophil chemotaxis. In a dose-response
fashion, a four to five fold increase was observed
at concentration as low as 20 to 40 ng/ml (Fig. 1).
Chemotactic activity induced by TGF-P1 was also
greater than the one induced by fMLP (10 M,
four fold increase). The effect of TGF-B1 on neu-
trophil activation was assessed on production of
reactive oxygen intermediates and phagocytosis
by TGF-Bl stimulated neutrophils. Dihydro-
ethidine was used as a probe for measurement of
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reactive oxygen intermediates production. Again,  two fold dose dependent increase in phagocytosis
in a dose dependent manner, TGF-B1 increased  was obtained at a concentration between 10 to 40
the production of reactive oxygen intermediates  ng/ml (Fig. 3). Finally, as determined by trypan
by 30 to 70% (Fig. 2). Phagocytosis measured as  blue exclusion, an augmentation of 45 to 93% of
fluoresbrite ingestion was also significantly  neutrophil survival was achieved using TGF-B1
enhanced by TGF-B1 stimulated neutrophils. A concentrations of 2 to 20 ng/ml (Table 1).
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Fig. 1 Effect of TGF-PBI on neutrophil chemotaxis. Various concentration of TGF-B1 were used to study its

effect on neutrophil migration. Chemotactic activity was performed as described in Materials and Methods. The data
were expressed as the percent net stimulated migration. Results represent the mean values of six representative
experiments. A p<0.05 was considered significant (by Student’s t-test).
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Fig. 2 Effect of TGF-BI1 on respiratory burst. Neutrophils were incubated with various concentration of

TGF-B1 for 24 hrs. Activity of cells was assessed as described in Materials and Methods. Data were expressed as
the percent of activated cells and results represent the mean values of seven representative experiments. A p<0.05

was considered significant.
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Fig. 3

Effect of TGF-1 on neutrophil phagocytosis. PMN were exposed to TGF-B1 for 24 hrs., then the cells

were assayed for phagocytosis as described in Materials and Methods. The data were expressed as the percent of
activated cells. Results represent the mean values from seven representative experiments. A p value less than 0.05

was considered significant.

Table 1 Enhancement of neutrophil survival
by TGF-f!
Cell Viability (%)
f |

TGF-f1 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
(ng/ml)

0 34 24 29

2 48 39 39

20 58 63 48

Cells viability was determined by trypan blue
exclusion.

DISCUSSION

The studies reported here indicate that the pro-
inflammatory effects of TGF-B may also be
mediated throught its effects on neutrophil survi-
val and functions. Our results confirmed an
increase in human neutrophil migration (picomo-
lar range). However, inconsistent results for che-
motaxis activity (femtomolar or no activity) are
reported in the literature (Locatelli et al., 1993)
which may be due to the different methods used to
assess chemotaxis. We have also found that the
magnitude of chemotaxis varies depending on the
TGF-B1 lot.

GM-CSF, IL-6, IL-8 and TNF-o. and -B have all
been shown to prime or directly stimulate neutro-
phil respiratory burst (Brandes ez al., 1991; Colotta
et al., 1992; Hebert and Baker, 1993; L’ Heureux et
al., 1995; McColl er al., 1990; von Asmuth and
Buurman, 1995). In contrast to Brandes er al.
(1991), our results demonstrate that TGF-B1
enhances strongly the neutrophil respiratory burst.
In addition, TGF-B1 induces an increase in neutro-
phil phagocytosis. This difference in respiratory
burst induction may be primarily due to the sensi-
tivity of the method for determination of reactive
oxygen intermediates production and also to a lon-
ger period of incubation. Furthermore, we have
observed an increase in neutrophil survival as
determined by trypan blue exclusion which may
play an important role in the inflammatory res-
ponse. Although additional studies are necessary to
further understand the mechanism by which TGF-
B1 prevents neutrophil apoptosis. Our data suggest
that through its ability to mediate neutrophil
migration, survival and activation,TGF-B1 plays
an important role in the inflammatory process.
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Partie 3

Afin d’élucider le mécanisme d’action du facteur sécrété par les synoviocytes sur la
survie et I’apoptose des neutrophiles, nous avons étudié son effet sur I’expression de

Bcl-2 et Fas, lesquels jouent un rdle important dans 1’apoptose.
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Conditioned medium of rat synoviocytes inhibits human neutrophils

apoptosis by enhancing Bcl-2 expression.
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Summary

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) have a short half-life and
rapidly undergo characteristic changes indicative of apoptosis. Recently we
have reported that coculture with rat synoviocytes or their conditioned medium
modulates neutrophil survival and activation. In this study we report that
culture of neutrophils in the presence of fractionated conditioned medium from
rat synoviocytes enhances neutrophils survival by preventing these cells from
undergoing programmed cell death (PCD). The prevention of apoptosis seems
to be related to an induction of Bcl-2 expression. No effect on Fas/Apo-1
expression is observed. These results suggest that synoviocytes may play a
central role in modulation of neutrophil survival and activation during
inflammatory processes, and this may be due to an induction of Bcl-2

expression.

Key words: Neutrophils, Synoviocytes, Apoptosis, Inflammation.

Introduction

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are the first line of defense
against invading pathogens (1). They play a central role during acute

inflammation, their primary function being the phagocytosis and killing of the



87

infectious agents (2). To accomplish this role, PMNs leave the circulation in
response to chemotactic factors and enter in the affected area to exert their
biological function; they recognize, phagocytose and kill pathogens (3,4,6).
Unfortunatly, neutrophils also contribute in a major way to the symptoms of

chronic inflammation (5).

Effectively, neutrophils are able to release a number of potentially
injurious agents when activated, and therefore cause serious tissue damage
(6,7). There are two principal groups of agents which contribute to the
pathogenesis of several human diseases; reactive oxidants and proteolytic
enzymes (6,7,9). Among these are superoxide anions, hydrogen peroxide,
hydroxyl radical, serine proteinase, elastase, collagenase and gelatinase (9-11).
Various cytokines secreted during inflammation may regulate the recruitment,
accumulation, survival and activation of neutrophils in the affected area
(5,6,12-16). Some of these cytokines such as IL-1B, TNF-a, IFNy, IL-8 and its
related molecules, TGF-B1, PDGF and GM-CSF play a key role in

inflammatory processes by regulating the activity and the survival of PMNs.

Aging neutrophils undergo programmed cell death (PCD) (13,17).
Apoptotic cells are therefore recognized and ingested by macrophages (18,19).
This process represents a mechanism by which neutrophils are cleared from the
inflammatory site. The failure of this process may result in serious
inflammatory diseases mediated by an accumulation and persistance of
activated neutrophils at the injured site. Among these inflammatory disorders
are rheumatoid arthritis, ischemia-reperfusion injury and adult respiratory
distress syndrome (6). It was reported that a variety of inflammatory mediators
may regulate apoptosis in vitro. Among these, GM-CSF, IL-1, IL-2 and LPS
may inhibit neutrophil apoptosis (13,20,21). Others studies have reported the
effects of G-CSF and IL-6 on the suppression of neutrophil apoptosis (21,22).
A recent study has shown that the interaction of neutrophils with platelets

induces an inhibition of human neutrophil apoptosis (25).
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Furthermore, apoptosis may be regulated by other mechanisms such as
the interaction of the Fas molecule with its ligand (FasL) which promotes PCD
by transdu(;ing an apoptotic signal (26,27,48) or the intervention of Bcl-2 or its
homologue Al which inhibit apoptosis (32,49). The Fas (Apo-1: CD95),
belongs to the tumor necrosis factor receptor (TNFR) family, and FasL is a
member of the TNF family (32). It has been shown that PCD induced by the
interaction of Fas with FasL, play an important role in preventing certain
autoimmune diseases (33-36) . The Bcl-2 (B cell lymphoma/leukemia-2)
protooncogene encodes an inner mitochondrial menbrane protein that inhibits
apoptosis (37-42). It was reported that Bcl-2 blocks PCD by its antioxidant
activity and by inhibiting the activity of the cysteine protease ICE
(interleukin1P converting enzyme) (43). Al is a Bcl-2 homologue which is
expressed in neutrophils and macrophages (50,51). Others studies have
reported the involvement of A1 in the inhibition of certain types of neutrophil

apoptosis (49,51).

During the inflammatory process, neutrophils interact with various cells
such as endothelial cells, macrophages, lymphocytes, and synoviocytes. In this
microenvironment, various factors and cytokines secreted by those cells may
attract and activate neutrophils and promote or inhibit their survival. In a
previous work, we have demonstrated that rat synoviocytes secrete a soluble
factor which enhances human neutrophils survival and activation. Preliminary
purifications of this factor have shown that it has a molecular weight greater
than 100 kD and it elutes in fraction # 2 when heated and fractionated
conditioned medium was passed through a superose 6 column. In this study, we
report that this soluble factor secreted by rat synoviocytes promotes human
neutrophils survival by suppressing apoptosis. This inhibition of PCD
correlates with an enhancement of Bcl-2 expression, whereas no significant
change was detected in the expression of Fas/Apo-1. Our results indicate that

synoviocytes may play a central role in the pathogenesis of inflammatory
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disorders by secreting a soluble factor which promotes neutrophil survival and

activation.

In our previous work, we have demonstrated that rat synoviocytes
secrete a soluble factor which promotes neutrophil survival and activation, as
assessed by superoxide generation and phagocytosis. Preliminary
physicochemical characterization of this factor has shown that the factor is heat
stable and the native form has a molecular weight greater than 100 kDa. In the
present study, we have investigated the effect of this factor on neutrophil
apoptosis and the mechanism by which this factor could inhibit apoptosis,

notably by its effects on Bcl-2 and Fas/Apo-1 expression.
Materials and Methods
Isolation and culture of human neutrophils

Neutrophils were isolated from the peripheral blood of healthy volunteers by
gradient centrifugation as described by Lagraoui and Gagnon (16). The cells
were resuspended in RPMI 1640 (Gibco) medium supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) (Hyclone) to a density of 2x10° per ml. Final cell
preparations routinely consisted of > 95% neutrophils as determined by a
Wright Giemsa staining (Sigma). Viability was determined by trypan blue
(Gibco) exclusion and was greater than 97%.

Freshly isolated neutrophils were incubated for a period of 24 hours in a 12-
well tissue culture plate, either alone or in the presence of fractionated
conditioned medium. The cultures were maintained at 37°C in a humidified
atmosphere of 95% air/ 5% CO,. After incubation, neutrophil survival was

assessed by trypan blue exclusion.

Isolation of rat synoviocytes
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Synoviocytes were isolated from rat synovial membrane as described by
Lafyatis et al.,(23). Passages 4 — 9 were used in our assays. Cells were
suspended at 2x10° cells per ml in DMEM-F12 (Gibco) supplemented with
20% FBS, garamycine (100ug/ml) and 0.2% fungizone (Gibco).

Conditioned medium

Conditioned medium (supernatant) was collected from rat synoviocytes
cultures and kept at -80°C until used. Fractionation was achieved on heated
conditioned medium (20 minutes at 90°C to 100°C) by ultrafiltration on 100
kD cutoff centricon (Amicon). Fractionated conditioned medium was
processed through a FPLC gel filtration column (Superose 6, Pharmacia) for
preliminary purification. Collected fractions were then assessed for activity

against neutrophils; survival, apoptosis, Bcl-2 and Fas/Apo-1 expression.
Apoptosis Assay

Apoptosis was assessed according to the method described by Nicoletti ef al.,
(24). Briefly, freshly isolated neutrophils were incubated for 24 hours at 37°C
with different fractions of conditioned medium prepared as above. After
incubation, cells were stained with propidium iodide (PI, Sigma) and analyzed
for apoptosis using an XL Flow Cytometer (Coulter). Data were then expressed

as the percent of apoptotic cells.
Bcl-2 expression assay

After 24 hours of incubation with or without fractions of rat synoviocytes
conditioned medium, neutrophils were lysed in SDS sample buffer and boiled

for 5 min. Cellular extracts were electrophoresed on 8% SDS-PAGE. Proteins
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were transferred onto nitrocellulose membranes (Hybond ECL, Amersham) at
100V for 1h. Transfer efficiency was visualized by reversible Ponceau red
staining. Immunoblotting was performed using a mouse monoclonal antibody
(Ab3, Oncogene Science) to detect human Bcl-2. The reaction was visualized
by an ECL kit (ECL western blotting protocols, Amersham) and the
immunodetection was achieved according to the protocol provided by the

supplier.

Fas expression assay

Quantification of human Fas/Apo-1 was performed using a sandwich enzyme
immunoassay using a mouse monoclonal antibody (Fas/Apo-1 Quantitative
Assay, Oncogene). Neutrophils were incubated for 24 hours in the presence or
absence of the fractions of rat synoviocytes conditioned medium. Cell lysis and
Fas/Apo-lquantification were achieved according to the manufacturer’s
instructions. The concentration of Fas/Apo-1 in the sample was determined by
comparing the absorbance of Fas measured in the sample with that obtained

from the standard.

Statistics

Results are expressed as mean £ SEM. Statistical evaluation of the data was
performed by student-t test to determine a significant variance. A P-value less
than 0.05 was considered significant for all tests and it is presented by (*).

Results

Fractionated conditioned medium inhibits neutrophils apoptosis
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It was previously demonstrated that the factor is recovered in fractions
2 and 3 (data submitted). This factor increases neutrophil survival, as assessed

by trypan blue exclusion and activation (respiratory burst and phagocytosis).

Freshly isolated neutrophils were incubated for 24 hours with or
without fractions collected by FPLC performed on rat synoviocytes heated and
fractionated conditioned medium. After incubation, apoptosis was assessed by
propidium iodide (PI) incorporation (PI incorporation into DNA strand
occuring under apoptosis). Our results indicate that the active fraction 2 and 3
obtained by FPLC gel filtration significantly reduce neutrophil apoptosis
induction (Figurel). A reduction of 12% (fraction 2) and 7% (fraction 3) is
observed after 24 hour-cultures. Fraction 2 was used for the following

experiments.
Fraction 2 : Effect on Fas/Apo-1 expression

To investigate the mechanism by which the fraction 2 (F-2) inhibits
apoptosis, we studied its effect on Fas expression. As shown in Tablel, there is
no difference in the level of Fas production between neutrophils incubated in
the presence of F-2 and the control (neutrophils incubated in presence of PBS

or RPMI-10% FBS).
Fraction 2 : effect on Bcl-2 expression

Because Bcl-2 plays a central role in cell protection against apoptosis, we have
looked at the effect of the preincubation of neutrophils with fraction F-2 on
Bcl-2 expression. As shown in figure 2, Bcl-2 expression is significantly
induced by preincubation of neutrophils with F-2. This expression was

observed after 24 hours and Bcl-2 is overexpressed compared to the control.

Discussion
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During inflammation, PMNs interact with numerous cells notably
platelets, macrophages, lymphocytes and synoviocytes. These cells may
modulate neutrophil survival and activation, by secreting various factors such
as cytokines and growth factors (13). PMNs are short-lived cells and in the
absence of appropriate stimuli they undergo rapid programmed cell death or
apoptosis (13,17), after which they are recognized and phagocytosed by
macrophages (18,19). This process has been suggested to be a mechanism by
which neutrophils are removed from inflammatory site. It serves to limit tissue

damages and to resolve efficiently the process of inflammation.

We have previously shown that rat synoviocytes produce a soluble
factor which promotes neutrophil survival and activation by increasing their
phagocytosis and respiratory burst (data submitted). Effectively, neutrophils
incubated in the presence of fractionated and heated conditioned medium from
rat synoviocytes, showed a significant increase in their activities compared to
the neutrophils incubated in complete culture medium (control). This factor is
secreted spontaneously by both normal and arthritis-induced rat synoviocytes.
In this study, we report that this factor promotes neutrophil survival in vitro by
an inhibition of apoptosis. PMNs die by PCD, this process may be regulated by
various mechanisms involving modulators such as cytokines, growth factors,

Bcl-2 and Fas/FasL system (13,20-22,26,27,32,48).

In the present study, we attempt to understand the mechanism by which
the factor secreted by rat synoviocytes could inhibit neutophil apoptosis. Since
Bcl-2 and the Fas/FasL system are strongly involved in the PCD process, we
investigated the effect of our factor on their expression. Neutrophils incubated
in presence of fractionated and heated conditioned medium from rat
synoviocytes showed a significant reduction of apoptosis and an important
increase of Bcl-2 expression. However, no changes were observed on Fas
expression. Several studies have reported the involvement of the Fas/FasL

system in apoptosis (26,27). Effectively, the interaction of Fas, a widely
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expressed 45kDa protein, with its ligand FasL, a 37kD protein mediates PCD
in various cells including neutrophils (28-32). In other hands, Fas mediated
neutrophil apoptosis is suppressed by incubation with growth factors or
cytokines such as G-CSF, GM-CSF, IFN-y and TNF-o (48). Our results
showed that the soluble factor does not influence the expression of Fas on the
neutrophils. Further studies are required to elucidate the direct effect of this

factor on neutophil apoptosis mediated by the Fas/FasL system.

The Bcl-2 protooncogene encodes for a 26kD protein that has been
shown to enhance the survival of some types of hematopoietic cells (39).
Various investigations have demonstrated that the Bcl-2 family blocks
apoptosis (37,42). In fact, Bcl-2 is able to prevent programmed cell death of
myeloid and lymphoid cells when certain growth factors are withdrawn (47). It
can also protect mammalian cells from DNA, RNA and protein synthesis
inhibitors, heat shock and irradiation (44,47). In other hands, Bcl-2 may block
apoptosis by inhibiting the activity of the ICE and by its antioxidative activity
(43,45,46). In this study, we report that rat synoviocytes conditioned medium
contains a soluble factor which inhibits apoptosis. This inhibition was
associated with enhancement of Bcl-2 expression. It will be of considerable
interest to examine whether this overexpression of Bcl-2 in neutrophils has a
direct effect on apoptosis mediated by the Fas/FasL system or if it affects
another PCD pathway, and to examine the molecular mechanisms by which it
occurs. Neutrophils are implicated in severals inflammatory disorders (e.g.
rheumatoid arthritis : RA). Effectively, the recruitment of PMNs into the
inflammed joints of RA patients, and their accumulation into the synovial
fluids indicate that these cells are strongly involved in the pathology of RA.
Moreover, activation of neutrophils by immune complexes in synovial fluid
contributes to the pathogenesis of RA (6-8). PMNs contain a wide spectrum of
cartilage-degrading enzymes which, upon stimulation, can be released along
with cytotoxic oxygen metabolites. Activated neutrophils, therefore, may

contribute, besides other cells, to tissue damage at sites of inflammation (5-11).
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In this work, we demonstrate that rat synoviocytes secrete a soluble
factor which promotes neutrophils survival and activation (data submitted).
This factor prevents PMNs from undergoing programmed cell death. This
prevention correlates with an increase of Bel-2 expression. Our finding suggest
that the factor may have an important role in modulating neutrophil apoptosis.
It will be of considerable interest to examine the effect of this factor on the
expression of the anti-apoptotic Bcl-2 homologue, Al, since it was shown that
it is induced by proinflammatory cytokines (51).

These results suggest that synoviocytes may participate in a significant
way in the pathogenesis of some inflammatory processes such RA by secreting
a factor inducing survival and activation of neutrophils in RA joints and

synovial fluid.
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Figure1 . Effect of fraction on neutrophil apoptosis. Cells were
incubated for 24 hours with or without biologicaly active fraction
(F-2) obtained by FPLC from heated conditioned medium of
synoviocytes. Apoptosis was assessed as described in Materials
and Methods. Data were expressed as the percent of apoptotic

cells. A p< 0,05 was considered significant. (n = 7).
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Table 1. Effect of fraction 2 (F-2) from rat synoviocytes heated and fractionated

conditioned medium on Fas protein expression.

Media Concentration of Fas: Units/ml £ SD
PBS 2.04 £ .21
RPMI-10% FBS 1.96 £ .16
F-2 2.03£.12

Neutrophils were incubated in presence of fraction 2 (F-2) collected by FPLC
from rat synoviocytes heatéd and conditioned medium or in the presence of PBS
or RPMI-10% FBS for 24 hrs. After incubation, quantification of Fas was
assessed by ELISA . Results are expressed as the mean + SD. A p- value > 0.05

was not considered significant.
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26kD

Figure 2. Western blot analysis of Bcl-2 protein in neutrophils incubated with or
without fraction 2 (F-2). Samples were incubated respectively with, 1: RPMI-
10%FBS, 2: PBS, 3: F-2 and 4: TGF-B1. After 24 hours of incubation, the western
blot analysis of Bcl-2 protein were performed as described in Materials and

Methods. Red ponceau staining was used to visualize the bands after each

transfert.



CHAPITRE III1

DISCUSSION



La réponse immunitaire est un processus complexe qui met en jeu deux
mécanismes importants ; ’immunité innée et I'immunité acquise. Ces deux
phénoménes se complétent d’une fagon efficace afin de permettre le bon
déroulement d’une réponse immunitaire normale. L’ immunité innée et acquise
reposent sur I’intervention d’une grande variété de cellules mettant en jeu ainsi
un ensemble d’interactions cellulaires. Ces derniéres peuvent s’effectuer par
contact direct (cellule-cellule) ou d’une fagon indirecte. Le contact direct fait
intervenir des récepteurs et leurs ligands, alors que 1’action indirecte met en jeu

des cytokines et des facteurs de croissance ainsi que d’autres médiateurs

solubles.

L’immunité innée correspond au premier mécanisme de défense de 1’hdte
contre les agressions. Elle nécessite ’intervention de différents types de
cellules tel les macrophages, les cellules NK et les neutrophiles. Ces derniers
sont les premiers & arriver au site de 1ésion. Grace a leur structure et leurs
constituants, ils interviennent d'une fagon trés efficace dans la défense de
I’héte. Les PMN peuvent interagir avec différentes cellules par 1’intermédiaire
de divers médiateurs. Ces derniers peuvent étre libérés par les cellules
avoisinantes et moduler la réponse des neutrophiles. Ils peuvent ainsi affecter
Jeur survie et / ou leur activation. Ceci met en jeu un vaste réseau de cytokines,

facteurs de croissance et médiateurs solubles.

Plusieurs études ont démontré que les interactions cellulaires entre les
neutrophiles et les cellules avoisinantes jouent un rdle important dans la
réponse des PMN. En effet, des auteurs ont démontré que les co-cultures des
neutrophiles avec d’autres cellules tel les fibroblastes et les plaquettes
augmentaient la survie des PMN (Ling et al., 1990 ; Andonegui et al., 1997).
Ce phénoméne est dit 4 la sécrétion par ces cellules de facteurs solubles qui
peuvent moduler la survie et / ou I’activation des neutrophiles. Ceci est
confirmé par d’autres résultats. Ces derniers ont démontré que les milieux

conditionnés ou les surnageants recueillis & partir des cultures de certaines
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cellules telles les fibroblastes, modulaient la réponse des PMN (Southey et al.,

1993 ; Ogushi et al., 1993).

Les neutrophiles contiennent une grande variété de facteurs lytiques qui
leur permettent de combattre divers agents pathogénes. Malheureusement, ces
facteurs peuvent aussi induire des dommages tissulaires assez importants et
impliquer ces cellules dans différentes immunopathologies. Ainsi, en cas d’un
déréglement de la réponse immunitaire, les neutrophiles activés en
interagissant avec les cellules de leur voisinage immédiat maintiennent la
synthése et la sécrétion de leurs facteurs lytiques. Ceci entraine alors des

1ésions tissulaires qui peuvent étre néfastes pour I’héte.

Les résultats obtenus au cours de ce projet nous ont permis d’éclaircir
certains aspects des interactions cellulaires qui ont lieu entre les neutrophiles et
les autres cellules avoisinantes. De méme, cette étude nous a aidé a comprendre
comment les PMN en interagissant avec les cellules de leur voisinage immédiat
peuvent induire des dommages tissulaires comme par exemple dans le cas
d’arthrite rhumatoide. Lors de ce projet, nous avons pu démontrer que les co-
cultures : neutrophiles avec les synoviocytes de rat ou neutrophiles avec les
RAW264.7 (lignée macrophagique) entrainaient une augmentation de la survie
des neutrophiles comparé au contrdle (neutrophiles incubés seulement avec du
RPMI-10% FBS) (68% + 4.2, 72% + 50% =+ 3.2). Cette augmentation de survie
se maintenait méme en absence de ces cellules. En effet, lors de 1’incubation
des PMN avec les surnageants recueillis & partir des cultures des synoviocytes
et des RAW264.7, nous avons pu noter qu’il y avait toujours une augmentation
de la survie comparé au contrdle (60.7% =+ 4.6, 58.5% + 3.4, 45% = 3.07). Ceci
nous a amené A conclure que le contact direct (cellule-cellule) n’est pas
nécessaire a cette prolongation de survie. C’est donc un (ou des) facteur
soluble sécrété par les synoviocytes et les RAW264.7 qui est responsable de

cette augmentation de survie.



106

Normalement, les neutrophiles ont une durée de vie limitée et leur demi-
vie dans la circulation est de 4 a 10 heures (Smith, 1994). In vitro, en absence
de facteurs de croissance appropriés les PMN meurent rapidement en entamant
le processus d’apoptose ( Colotta er al., 1992 ; Brach et al., 1992). Plusieurs
cytokines et facteurs de croissance augmentent la survie des neutrophiles et
stimulent leur activation. Parmi les principaux facteurs qui agissent sur les
PMN, trois médiateurs jouent un rdle important dans la modulation de leur
survie et de leurs fonctions. Il s’agit de I'IL-1, I'[L-8 et du GM-CSF. L’IL-1
agit en synergie avec d’autres facteurs aux stades précoces de I’hématopoiese,
elle active les neutrophiles et est fortement impliquée dans les réactions
inflammatoires (Dinarello, 1991). L’IL-8 représente la famille des o -
chemokines, c’est un puissant facteur chimiotactique et activateur des PMN.
L’IL-8 stimule plusieurs fonctions des neutrophiles lors du processus
inflammatoire (Bickel, 1993). Le GM-CSF prolonge la survie des PMN et agit
seul ou en collaboration avec d’autres cytokines pour moduler leur activation
( Brach et al., 1992 ; Cox et al., 1992 ; Smith. 1994). Afin d’identifier le
facteur sécrété par les synoviocytes et les RAW264.7, nous avons utilisé des
anticorps monoclonaux neutralisants contre 1’TL-1, I'IL-8 et le GM-CSF. Nos
résultats ont démontré que I’incubation des neutrophiles en présence des
surnageants des synoviocytes et de RAW264.7 et des anticorps, n’inhibait pas
la prolongation de survie induite par les surnageants. Ceci démontre donc que
le facteur en question est différent de 'IL-1, I’IL-8, et du GM-CSF. En plus, ce
facteur n’est pas affecté par les traitements a la chaleur. Nous avons chauffé les
surnageants pendant 20 a4 60 min & 100°C, et nous avons remarqué que leur
effet sur la prolongation de survie des PMN n’a pas changé. Des études ont
démontré la stabilité de certaines cytokines et facteurs de croissance & des
températures élevées. C’est le cas par exemple de I'IL-8 et du TGF-Pl.
Effectivement, 90% de I’activité de I’IL-8 est retrouvée aprés 30 min a 60°C, et
86% aprés 5 min a 100°C (Cavaillon, 1996). De méme, le TGF-B1 qui est
généralement sécrété sous une forme latente, peut étre activé de differentes

facons, telles les variations du pH et les traitements a la chaleur. I a été
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rapporté que ’activation compléte du TGF-P1 est atteinte apres 10 min a 70°C,
5 min a 75°C, et 1 min a 85-90°C ( Brown et al., 1990). Par ailleurs, nous
avons pu démontrer lors de notre étude du TGF-B1 que ce dernier gardait 70%
de son activité aprés 60 min a 100°C. La stabilité de notre facteur a la chaleur
nous a ainsi permis d’éliminer plusieurs médiateurs de la liste des éventuelles
cytokines qui pourraient lui correspondre, tel le TGF-p1. Toutefois,
I’utilisation d’un anticorps monoclonal neutralisant du TGF-B1, n’affecte pas

’augmentation de survie des PMN induite par notre facteur.

Dans le but de mieux caractériser ce facteur, nous avons essay¢ d’estimer
son poids moléculaire. Pour ce faire, nous avons utilisé¢ dans un premier temps
Pultrafiltration différentielle. Cette méthode est basée sur 'utilisation de
centricon de divers seuils de séparation. Elle permet en méme temps la
concentration et la séparation en fractions de I’échantillon. Dans notre cas, on a
utilisé des centricons dont les seuils de séparation sont de 50 kD et 100 kD.
Ainsi, les surnageants des synoviocytes et des RAW264.7 qui ont été chauffé
ou non pendant 20 min a4 100°C ont été concentrés a 1’aide de centricons-100.
Ceci a permis de séparer les surnageants chauffés ou non en deux types de
fractions: celles qui contiennent des facteurs dont le poids moléculaire est
supérieur a 100 kD et celles dont les facteurs ont un poids moléculaire inferieur
4 100 kD. Toutes ces fractions ont été testées pour la survie et 1’activation des
neutrophiles. Les résultats ont démontré que seules les fractions qui
contiennent des facteurs de poids moléculaire supérieur & 100 kD pouvaient
significativement prolonger la survie des PMN et induire leur activation. Cette
derniére a été mise en évidence par 1’étude de la respiration oxydative. En
effet, les fractions de poids moléculaire supérieur 2 100 kD stimulaient la
production du peroxyde d’hydrogéne par les neutrophiles. Les deux types de
cellules, synoviocytes et RAW264.7, sécrétent un ou des facteur(s) qui active
et prolonge la survie des neutrophiles. On ne sait pas s’il s’agit d’un méme

facteur ou si ce sont des facteurs distincts.
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Afin d’identifier le facteur en question, nous avons decide de nous
concentrer sur un seul type de surnageant. Notre choix s’est alors porté sur le
surnageant des synoviocytes qui sont fortement impliquées dans [’arthrite
rhumatoide (Firstein et al., 1992 ; Rathanaswami et al., 1993). Le reste de notre
étude s’est effectué sur le surnageant des synoviocytes qui a été chauffé a
100°C pendant 20 min. Ainsi, I’analyse chromatographique (FPLC) nous a
permis d’estimer le poids moléculaire de ce facteur. La séparation par gel de
filtration a démontré qu’il a un poids moléculaire natif approximatif de 600 kD.
Effectivement, toutes les fractions obtenues par FPLC ont été testées pour leur
activité biologique sur les neutrophiles. D’aprés le profil de la FPLC, la
fraction qui active les PMN se trouve dans le pic qui correspond & des hauts
poids moléculaires. Ces derniers ont été estimés selon les standards qui ont
servis & I’équilibration de la colonne. Nos résultats ont démontré que la
fraction-2 (F-2) qui correspond au poids moléculaire approximatif de 600 kD
activait les neutrophiles. Ceci a été mis en évidence par 1’effet de la F-2 sur la
phagocytose et la respiration oxydative des PMN. En effet, cette fraction
stimule significativement la phagocytose et la respiration oxydative des
neutrophiles comparé au contrdle et aux autres fractions. L’activation de la
respiration oxydative s’est traduite par une augmentation de la production du
peroxyde d’hydrogéne. En outre, lors d’une étude préliminaire de certaines
propriétés physicochimiques du facteur de la fraction F-2 nous avons constaté
qu’il n’etait pas affecté par des traitements acides ou par la chymotrypsine. Ce
phenomene peut étre expliqué selon deux hypothéses, soit: 1) les deux types de
traitement (acide et enzymatique) n’ont effectivement aucun effet sur le
facteur, 2) au contraire ils I’affectent mais d’une fagon positive. On peut
supposer que la chymotrypsine dégrade le facteur & un site bien précis de telle
sorte que la partie responsable de l’activité biologique puisse rester intacte.
Ainsi, la fraction ne perd pas son pouvoir de stimuler la phagocytose. En ce
qui concerne le traitement acide, on peut supposer que I’acidité active le
facteur, mais vue qu’il a déja atteint son seuil optimal d’activation par la
chaleur il ne peut étre activé davantage. Ceci pourrait expliquer pourquoi ces

traitements ne semblent pas affecter le pouvoir de la fraction F-2 de stimuler la
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phagocytose. Toutefois, ces hypothéses ne peuvent étre réellement déemontrées
que si le facteur est complétement purifié. Donc une étude plus approfondie sur
le facteur purifié s’impose puisque celui qu’on a utilisé dans nos expériences

est semi-pur.

Par ailleurs, D’analyse électrophorétique sous des conditions non
dénaturantes a montré que le facteur a un poids moléculaire d’environ 240 kD.
En plus, étant donné que notre facteur ne pouvait étre visualise sur gel que par
des colorations au nitrate d’argent, on a pu conclure qu’il pourrait s’agir d’un
puissant médiateur. Ce dernier étant présent dans la fraction F-2 4 des
concentrations de nanogramme (ng) et moins, peut moduler a la fois la survie
et I’activation des PMN. Ceci nous permet de postuler qu’il pourrait avoir une
activité biologique a des concentrations approximatives de 10" 3 10™M. La
variation du poids moléculaire (240 kD et 600 kD) d’une technique de
purification a 1’autre est due probablement au changement de 1’agglomération
de la molécule qui peut varier suivant les milieux de séparation qui ne sont pas
identiques. Dans le cas de la FPLC, on a utilisé une colonne (superose-6) dont
le milieu de séparation est I’agarose, tandis que pour I’électrophorése le milieu
de séparation est I’acrylamide. En effet, le comportement biochimique de la
molécule pourrait changer d'un milieu chimique & un autre, soit en formant des
complexes (diméres ou triméres), ou en se liant 4 une autre protéine et ainsi
former un agglomérat ce qui donne un PM élevé au niveau de la FPLC. Des

résultats similaires ont été obtenus lors de la purification du TGF-B (Karl et

Spom, 1990).

Les résultats obtenus démontrent que les synoviocytes sécrétent un facteur
qui module la survie et 1’activation des neutrophiles. Ceci signifie que les
synoviocytes peuvent contribuer d’une fagon importante a la gravité de certains
cas d’arthrite telle I’arthrite rhumatoide (Koch et al., 1994; Tiku et al., 1986;
Weissmann et Korchak, 1984). Cette maladie implique différentes cytokines et
facteurs de croissance, de méme qu’une grande variété de cellules notamment,

les synoviocytes et les neutrophiles. Ces derniers se retrouvent en trés grand
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nombre au niveau du fluide synovial des patients atteints d’arthrite rhumatoide.
Le recrutement et 1’activation des PMN peuvent étre induits par différentes
cytokines et facteurs qui peuvent &tre présents dans le site d’inflammation.
Effectivement, les neutrophiles peuvent étre activés par les complexes immuns
qui se trouvent dans le fluide synovial, de méme que par des cytokines tel

I’IL-8. Le facteur sécrété par les synoviocytes peut aussi contribuer a
’activation des PMN. Une fois activés, les neutrophiles produisent les dérives
oxygénés et les enzymes lytiques. En plus, ils sécrétent des cytokines tel I'IL-1
qui vont participer 4 ce désordre pathologique. L’IL-1 est une cytokine
proinflammatoire qui est aussi impliquée dans I’arthrite. Des études ont
démontré que 1’TL-1 stimule la prolifération des synoviocytes en culture de
méme que la production de certaines enzymes telles la collagénase et des
métalloprotéinases qui sont impliquées dans la destruction de la matrice
extracellulaire (Firestein et al., 1992). Les dérivés toxiques produits par les
neutrophiles combinés aux enzymes sécrétées par les synoviocytes, peuvent
endommager sérieusement les tissus de I’hote tel la dégradation du cartilage
articulaire qui se produit dans le cas d’arthrite rhumatoide. Donc, on peut
supposer qu’il se produit toute une cascade d’événements qui sont induits par
un vaste réseau de cytokines. Ces derniéres peuvent alors agir en synergie ou
en chaine et entrainer divers phénoménes physiologiques qui se traduisent par

des désordres inflammatoires.

Ayant une idée approximative sur le haut poids moléculaire et la stabilité
du facteur a la chaleur, nous avons alors pensé qu’il pourrait s’agir du TGF-B1.
En effet ce dernier, présente un haut poids moléculaire a I'état natif et il est
stable a des chaleurs élevées. De plus, c'est un facteur de croissance cellulaire
dont l'effet varie suivant le type de cellule. Toutefois, I’étude de I’anticorps
monoclonal neutralisant du TGF-B1 nous a indiqué une différence par rapport a
notre facteur. Ceci a soulevé plusieurs questions notamment: cet anticorps
pouvait-il vraiment inhiber I’action du TGF-B1 sur la survie des PMN dans

notre essai ? A quel niveau, I’anticorps inhibait le TGF-p1 ? D’ou, notre étude
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en paralléle de I’action du TGF-B1 sur la survie et ’activation des neutrophiles.
En général, le TGF-B1 est sécrété sous forme d’un complexe biologiquement
inactif ayant un poids moléculaire d’environ 225 kD & 300 kD (Pircher e? al.,
1986 ; Sporn et al., 1987). Ce complexe est constitué d’un composant bioactif
qui est un dimére de 25 kD et qui s’associe de fagon non covalente au
précurseur (dimére de 75 kD qui est appelé Pl- LAP: Latency-associated
peptide) (Wakefield et al., 1989 ; Grotendorst et al., 1989 ; Brown ef al,
1990). A ces composés et selon la source s’ajoute une autre protéine de 125 kD
4 205 kD, il s’agit de la LTBP (Latent TGF-$ binding protein) (Miyazono et
al., 1993). Une fois sécrété sous forme de complexe latent, le TGF-p doit étre
activé avant d’interagir avec I’un de ses différents récepteurs spécifiques. Au
fait, 1’inactivation biologique du TGF-B est due a son association aux deux
protéines de 75 kD et 125- 205 kD (Wahl er al., 1993). L’activation du TGF-f
nécessite sa dissociation de ces deux protéines et la libération de la partie
active qui est de 25 kD. Ceci peut se faire de différentes maniéres notamment
par le biais de mécanismes protéolytiques faisant intervenir des protéases, a
I’aide des microenvironements acides et par des traitements a la chaleur (Sporn
et al., 1987 ; Brown et al., 1990). La forme active du TGF-B1 en interagissant
avec ses récepteurs spécifiques, peut induire différentes réponses biologiques
d’une grande variété de cellules. Parmi ses principales fonctions, sa puissante
intervention dans les réactions inflammatoires lui permet d’agir sur différentes
cellules telles les monocytes et les neutrophiles. Effectivement, le TGF-p est
impliqué dans divers stades de l’inflammation notamment le recrutement,
I’adhésion, 1’extravascularisation et I’accumulation des leucocytes. (Fava ef
al., 1991 ; Wahl et al., 1993 ; Parekh et al., 1994). En plus, il augmente la
libération des prostaglandines et I’expression des molécules d’adhésions telle
ICAM-1 (Craig Hooper, 1991; Suzuki et al, 1994). Nos expériences
concernant le TGF-B1 sont venues compléter et consolider d’autres €tudes
effectuées par d’autres chercheurs, tel son effet chimiotactique sur les
neutrophiles (Fava et al., 1991; Grotendorst et al., 1989; Suzuki et al., 1994;
Wahl et al., 1993).
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Nos résultats ont démontré que le TGF-B1peut jouer un réle clé dans les
processus inflammatoires. En effet, lors de notre étude, on a pu montrer qu’il
exerce un pouvoir chimiotactique important sur les neutrophiles. Son
chimiotactisme depend de la dose et se manifeste par une courbe dose-réponse.
En plus, on a démontré que le TGF-B1 active significativement les PMN, et ce
en stimulant la phagocytose et en induisant la production du peroxyde
d’hydrogéne. On a pu aussi noter qu’il pouvait prolonger la survie des
neutrophiles (Lagraoui et Gagnon., 1997). Lorsqu’effectuée en présence du
TGF-B1, la survie des PMN est diminuée par I’utilisation de ’anticorps
neutralisant du TGF-Pl. Autre fait intéressant, dans une étude mence en
paralléle avec celle du TGF-Bl, on a pu démontrer que le facteur des
synoviocytes affectait significativement la survie des cellules mink (résultats
non montrés). En effet, ce facteur comme le TGF-B1 inhibe la prolifération des
cellules de vison. Toutefois, le pouvoir d’inhibition du facteur est moins fort
que celui du TGF-B1. Ce résultat, nous permet de conclure que notre facteur

posséde une activité semblable a celle du TGF-B1.

Ces différents effets sur les neutrophiles peuvent associer le TGFB1 a
plusieurs pathophysiologies inflammatoires. Nos résultats combinés a ceux
obtenus par d’autres auteurs nous renseignent un peu sur I'impact du TGFp1
dans certaines pathologies. Parmi ces derniéres, on cite le cas de certaines
maladies du poumon qui implique les PMN et le TGFp1, lésions periodontales
et de I’arthrite thumatoide (Suzuki et al., 1994 ; Wahl et al., 1993). En effet, le
TGFpB1 est un facteur ubiquitaire, il est sécrété par une grande variété de
cellules. Son pouvoir de recrutement et d’activation des neutrophiles, associ¢ a
celui d’autres cytokines tel 1'[L-8 peut entrainer divers dommages tissulaires.
L’activation des neutrophiles se traduit principalement par la phagocytose, la
production de dérivés oxygénés tels le superoxyde anion (Oz) et le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), et des enzymes lytiques telles les défensines, le lysozyme,

la BPI (Bacterial permeability increasing protein) et les hydrolases acides.
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Tous ces produits sont toxiques et ont pour but de détruire les agents
infectieux. Toutefois, ils peuvent causer des 1ésions fatales 4 ’hote lorsqu’ils

sont libérés directement dans le milieu tissulaire.

En résumé, notre étude sur le TGF-B1 nous a renseigné sur 'effet de ce
médiateur sur la survie, la chimiotaxie et ’activation des neutrophiles. Elle
nous a permis de conclure que le TGF-B1 possede plusieurs similarités dont; 1)
son effet sur les PMN, 2) son activation & la chaleur et au pH, 3) son poids
moléculaire, 4) son effet inhibiteur sur les cellules de vison, par rapport a notre
facteur. Cependant, des différences importantes entre notre facteur et le
TGF-p1 ont été établies: 1) le TGF-B1 exerce un pouvoir chimiotactique
important sur les neutrophiles, alors que le facteur en question ne présente
aucune activité chimiotactique pour ces cellules, 2) ’effet de notre facteur sur

la survie des PMN n’est pas affecté par I’anticorps neutralisant anti- TGF-f1.

Ces résultats nous indiquent que notre facteur n’est pas le TGF-B1, mais
pourrait-il étre de la méme famille ? D’autres études, dont le séquengage de

notre facteur, nous renseigneront sur I’origine de notre facteur.

Nous avons donc tenté de séquencer le facteur de survie des neutrophiles.
Malheureusement, la protéine était bloquée en position N-terminale (résultats
non montrés). Il nous restait donc P’analyse des acides aminés par digestion
partielle. Malheureusement, nous avons été incapables d’obtenir une assez
grande quantité de protéines pour le séquengage. Etant un facteur de haut poids
moléculaire, nous devions isoler des quantités de I’ordre du nanogramme et
plus pour obtenir une séquence. Cette quantité nous aurait pris
approximativement 3 a 4 mois de culture de synoviocytes, cellules primaires

difficiles a cultiver et inutilisables aprés le passage 9.

Nous avons également utilisé des synoviocytes de rats arthritiques, induits

par I’adjuvant de Freund. Nous n’avons pas observé de différence dans la
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production de ce facteur entre les synoviocytes normaux et arthritiques, car
nous devions concentrer notre échantillon dans les deux cas (résultats non

montrés).

Aprés avoir caractérisé partiellement ce facteur, nous avons étudié son
effet sur 1’apoptose des neutrophiles. Ceci, dans le but d’élucider le mécanisme
par lequel ce facteur prolonge la survie de ces cellules. En général, les PMN
privés de facteurs de croissance appropriés meurent par apoptose (Brach ef al.,
1992 ; Cox, 1995). Les cellules apoptotiques sont alors reconnues et
phagocytés par les macrophages (Savill et al., 1989 ; Savill, 1992 ; Meszaros et
al., 1999). C’est un phénoméne qui permet la résolution des réactions
inflammatoires dans les conditions normales (Colotta et al., 1992 ; Andonegui

et al., 1997).

L’apoptose ou mort cellulaire programmée (PCD : Programmed cell death)
est un processus qui permet de contrdler la viabilité cellulaire. Effectivement,
dans un organisme, le nombre de cellules qui le constituent dépend d’un
équilibre entre les phénomenes de multiplication et de suicide des cellules.
Ainsi, I’apoptose peut étre un mécanisme de défense qui permet d’éliminer les
cellules indésirables, notamment les cellules transformées ou les cellules qui
pourraient réagir contre leur propre organisme. Par ailleurs, la survie d’une
cellule dépend de plusieurs éléments tels que les facteurs de croissance et les
communications avec les cellules avoisinantes. Les différents signaux émis lors
des interactions cellulaires jouent un role primordial dans la décision finale de
mort ou de vie d’une cellule. L’apoptose peut se déclencher suite a différents
événements telles que 1’absence ou la diminution de facteurs de croissance
appropriés dans le milieu cellulaire, ’émission de signaux qui diminuent
I’expression de génes inhibiteurs de suicide tel que le Bcl-2 et enfin
’interaction de certaines molécules de surface avec leur ligands tels les

systémes Fas / FasL et TNFR / TNF.
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Au fait, Bcl-2 appartient 4 une famille de génes impliqués dans la PCD tels
que Bcl-xl et Bax. Le protooncogéne Bcl-2 qui code pour une protéine
membranaire de 26 kD est un inhibiteur d’apoptose (Carson et al., 1994 ;
Haldar et al., 1997; Raff et al., 1993; Silverman et al., 1993). 1l peut ainsi
protéger les cellules contre différents agents tels les inhibiteurs de synthése
d’ADN, d’ARN et des protéines. Il a aussi un pouvoir protecteur contre
I’irradiation et I’effet de ’absence de certains facteurs de croissance (Chiu ez
al., 1995; Vaux, 1993). De plus, il a été démontré que I'nomologue de Bel-2: la
protéine Al présente chez les neutrophiles posséde aussi des propriétés anti-
apoptotiques (Chuang er al., 1998; Hamasaki et al., 1998; Orlofsky et al.,
1999). Al pourrait jouer un rdle important dans le développement des PMN et
la modulation de leur survie (Chuang et al., 1998). En outre, il semble que Al
peut étre un puissant régulateur de l'apoptose dans certains cas d'inflammation
(Orlofsky et al., 1999).

D’aprés certains auteurs, la protéine Bcl-2 inhibe I’apoptose gréce & son
pouvoir antioxydant et 4 sa capacité d’inhiber I’activité des protéases a cysteine
ICE (Interleukin 1B converting enzyme) (Herman, et Mignotte., 1994;
Martinou, 1995 ; Strasser et al., 1994). Des études ont démontré que le Bel-2
exerce son pouvoir antioxydant en inhibant la génération des derivés oxygénés
tels que les radicaux hydroxyles (Kane et al., 1993; Zamzami et al., 1998). Bcl-
2 peut aussi inhiber l'activité oxydante des dérivés oxygénés en augmentant la
production des enzymes antioxydantes telles que la catalase et la superoxyde
dismutase, de méme que celle du glutathion (GSH) (Ellerby et al., 1996;
Heldy, et McCulloch., 1996; Zamzami et al., 1998). Des chercheurs ont
suggéré que Bcl-2 pourrait agir en tant qu'antioxydant de différentes manieres
(Kane et al., 1993): 1) en agissant comme une protéine "scanvenger" qui
interagit avec les radicaux, 2) en agissant comme une protéine qui se lie aux
metaux, 3) en inhibant certains transferts d'électrons au niveau mitochondrial.
Par ailleurs, la protéine Bcl-2 pourrait protéger les cellules contre la PCD par
piégeage direct des radicaux oxygénés et hydroxyles. (Herman, et Mignotte.,

1994).
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L’ICE est un inducteur d’apoptose, c’est une protéase a cystéine qui fait partie
de la famille des caspases, elle permet la conversion du précurseur inactif de
’interleukine-1p en cytokine fonctionnelle. Les caspases sont fortement
impliquées dans 1’apoptose, elles agissent en cascade pour induire la PCD et
font intervenir différentes protéines de signalisation (Cohen, 1997). Ces
protéases sont synthétisées sous forme inactive, pour qu’elles puissent étre
effectives dans le processus d’apoptose elles doivent étre activées par
protéolyse. Certains chercheurs suggérent que Bcl-2 et Bcl-xp exercent leur

action anti-apoptotique avant I’activation de certaines caspases (Cohen, 1997).

Deux autres mécanismes sont aussi impliqués dans la régulation
d’apoptose, il s’agit des systéme Fas / FasL et TNFR / TNF (Biancone et al .,
1997; Halaas et al., 1998). La PCD induite par Fas et le TNF fait intervenir la
caspase 8 (Cohen, 1997). Fas et TNFR sont des membres de la famille des
récepteurs de TNF et du NGF (nerve growth factor). L’activation de ces
molécules par leurs ligands ou par des anticorps induit ’apoptose. Des études
ont démontré que Fas et TNFR1 ont en commun un domaine de la mort (death
domaine: DD). Ce dernier est nécessaire pour 1’induction du signal de la PCD.
Lors du processus de I’apoptose, différentes protéines interagissent entre elles
pour déclencher le suicide cellulaire. Ainsi, Fas se lie 8 FADD (Fas-associating
protein with death domain) et TNFR1 s’associe avec TRADD (TNFRI-
associated death domain protein). Il existe une troisi¢tme protéine qui peut se
lier 4 la fois & Fas et au TNFRI, il s’agit de la molécule RIP (receptor-

interacting protein) (Cohen, 1997).

La molécule Fas de 45 kD en interagissant avec son ligand FasL de 37 kD
déclenche le processus d’apoptose chez différentes cellules tel les neutrophiles
(Itoh et al., 1993 ; Suda et al., 1993). Toutefois, la mort cellulaire programmée
induite chez les PMN par le systtme Fas / FasL peut étre inhibée par
I’incubation avec différentes cytokines notamment ; le G-CSF, le GM-CSF,

I’TFN-y et le TNFa (Liles et al., 1996). En outre, il a ét¢ démontré que la PCD
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peut &tre modulée par divers médiateurs d’inflammation. En effet, des auteurs
ont rapporté que I’'TL-1, 'IL-2, I'IL-6, le G-CSF, le GM-CSF, et le LPS
peuvent inhiber 1’apoptose des PMN (Brach et al., 1992 ; Yamamoto et L,
1993 ; Pericle et al., 1994; Biffl et al., 1995).

Notre étude de ’apoptose a démontré que le facteur semi-purifi¢ des
synoviocytes induit une diminution de la PCD des neutrophiles (33% + 2, 45%
+ 2.5). Ceci se traduit par une prolongation de la survie et du pouvoir d’&tre
activés des PMN tel que démontré par son effet sur la phagocytose et la
respiration oxydative (18% % 1.25, 13% =+ 0.92 et 72% * 6.2, 47% + 8.5%).
Afin de mieux comprendre le mécanisme par lequel le facteur peut diminuer
1’apoptose, nous avons étudié son impact sur ’expression du Bcl-2 et de Fas.
Nos résultats ont démontré que le facteur en question induisait une
augmentation assez importante de I’expression de Bcl-2. Quant a Fas, on n’a
pas pu noter de différence significative dans son expression. Aussi peut-on
conclure que le facteur des synoviocytes peut prolonger la survie des
neutrophiles en inhibant I’apoptose. Cette inhibition pourrait &tre associée a
une augmentation d’expression de Bcl-2. Etant donné que Al est présent chez
les neutrophiles et qu'il peut réguler I'apoptose, on peut suggérer que cette
protéine pourrait aussi étre affectée par ce nouveau facteur. Des études
concemnant l'effet de ce facteur sur l'expression de Al au niveau des PMN
s'imposent, d'autant plus qu'il a été démontré que l'expression de Al peut étre
induite par certaines cytokines inflammatoires telles que ITL-1p et le TNF-o

(Karsan et al., 1996a).

Cette étude, nous a permis d’éclaircir certains points de ’implication des
neutrophiles et des synoviocytes dans certains désordres inflammatoires, telle
’arthrite rhumatoide. Effectivement, cette pathologie est modulée par une
grande variété de cytokines et facteurs de croissance, de méme que par un
ensemble d’interactions cellulaires. L’accumulation des PMN au niveau du
fluide synovial et leur activation jouent un rble important dans la gravité de ce

processus inflammatoire. En outre, le facteur sécrété par les synoviocytes peut
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étre un nouveau médiateur qui impliquerait les synoviocytes directement ou
indirectement dans cette maladie. En effet, les différentes actions de ce facteur
sur les neutrophiles, suggérent que les synoviocytes peuvent affecter d’une
facon indirecte ce type d’inflammation. Ceci via leur médiateur soluble sécrété
dans le milieu avoisinant des PMN. Ces derniers étant activés, produisent les
dérivés oxygénés et les enzymes de lyse. Ces médiateurs toxiques participent
d’une fagon significative & la destruction des tissus de I’hdte. Par ailleurs, les
neutrophiles activés peuvent aussi produire différentes cytokines qui vont
activer d’autres cellules et induire la libération de nouveaux médiateurs. Parmi
les cytokines qu’on retrouve dans les tissus et le fluides synoviaux des patients
atteints d’arthrite rhumatoide, on cite I'IL-1, I'IL-6, I’IL-8, I'IFN-y, le TNF-a.,
le TGF-P et le GM-CSF (Alvaro-Gracia et al., 1991; Firestein et al., 1992;
Koch et al., 1994; Rathanaswami ef al., 1993; Weinberg et al., 1993). L’IL-1,
qui peut étre produite par différentes cellules incluant les neutrophiles, joue un
role important dans la pathogénése de l’arthrite. Elle induit la libération de
différents médiateurs pro-inflammatoires, de méme que la prolifération des
synoviocytes. Ceux ci vont alors produire diverses enzymes qui participent a la
dégradation de la matrice extracellulaire des synovies chez les patients. Cette
production d’enzymes lytiques implique de fagon directe les synoviocytes dans

I’arthrite rhumatoide.

En somme, ce nouveau facteur des synoviocytes vient s’ajouter a la longue
liste des cytokines et facteurs de croissance impliqués dans les réponses
immunitaires. La réaction inflammatoire est un processus assez complexe. Il
met en jeu un vaste réseau de médiateurs solubles, de cytokines et de facteurs
de croissance, de méme qu’une grande variété de cellules. La bonne résolution
du phénoméne inflammatoire repose essentiellement sur I’équilibre dans la
synthése et la production des différents médiateurs et sur les interactions
cellulaires. Ces derniéres vont alors déclencher I’émission de divers signaux,

lesquels vont décider de 1’inhibition ou de la réalisation d’un événement

cellulaire.
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Figure 1.

Schéma de la structure du TGF-B1 latenr: La partie bioactive (25 kD) est constituée d'
homodimeres, chacun de [ 12 acides aminés correspondant a I'extrémité C-terminal du précurseur (390
acides aminés). La “binding protein” (1394 acides aminés chez I'homme) est associée avec le complexe
latent provenant des plaquettes, mais elle n'est pas nécessaire pour la latence. Les lettres s s représentent
les ponts disulfures, sans indications de leurs sites ou nombres. Les cercles vides représentent les sites

de N-glycosylation [20)].
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CHAPITRE IV

CONCLUSION GENERALE



L’efficacité remarquable de nos défenses contre la multitude des agents
infectieux environnants est due a une grande variété d’interactions cellulaires
qui ont lieu lors des réponses immunitaires. Ce sont les signaux émis durant ces
communications entre les cellules qui permettent ou non la réalisation des
événements physiologiques. Aussi peut-on dire que le controle et la bonne
coordination de toutes ces interactions représentent des processus
indispensables au bon déroulement d’une réponse immunitaire. Le moindre
déréglement dans ces communications cellulaires peut engendrer de graves

1ésions tissulaires, voir méme fatales.

Les travaux effectués au cours de cette thése, nous ont permis de mieux
comprendre comment les interactions cellulaires entre les neutrophiles et les
synoviocytes pourraient causer des lésions tissulaires. En effet, les
synoviocytes peuvent jouer un role important dans certaines pathologies,
notamment 1’arthrite rhumatoide. Cette maladie autoimmune touche un grand
nombre de personnes. Elle est caractérisée par la déformation des articulations
et la diminution de I’amplitude des mouvements. La cause directe de 1’arthrite
rhumatoide n’a pas encore été identifiée clairement. Au fait, ce désordre
inflammatoire est assez complexe car il fait intervenir une grande variété de
cellules, telles les lymphocytes T, les macrophages, les neutrophiles et les
synoviocytes. De plus, un vaste réseau de cytokines, facteurs de croissance et
médiateurs solubles est impliqué dans cette maladie. Parmi ces facteurs on cite,
I’IL-1, ’IL-6, I’IL-8, I’IFN-y, le TNF-a, le TGF-B, le GM-CSF, la PGE2 et la
collagénase. Chaque type de cellules, de méme que ses dérivés solubles,
contribuent & leur fagon 2 la pathogénése de l’arthrite rhumatoide. Il est
difficile de dire que ce sont ces cellules et non pas les autres qui sont
responsables de telles lésions. En conseéquence, on peut dire que les
synoviocytes et les neutrophiles font partie de "' ’orchestre™ et viennent
compléter I'ccuvre des autres types cellulaires pour réaliser la grande

“*symphonie’* qu'est I’arthrite rhumatoide.
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Le facteur sécrété par les synoviocytes peut les impliquer dans cette
pathologie de deux maniéres. Elles peuvent contribuer & cette maladie d’une
facon directe en proliférant et en libérant leurs propres enzymes qui vont
participer 4 la dégradation du cartilage. Ceci peut se faire suite a la sécrétion du
facteur par les synoviocytes. Ce médiateur peut agir sur différentes cellules
dont les neutrophiles, et induire la libération de nouvelles cytokines telle I’IL-1
qui vont affecter les synoviocytes. Le facteur pourrait aussi agir d’une fagon
autocrine sur ces cellules.

Par ailleurs, ce nouveau médiateur peut impliquer indirectement les
synoviocytes dans I’arthrite rhumatoide. Effectivement, en prolongeant la
survie des PMN et on les activant, ce facteur déclenche différents mécanismes
de lyse. Ces derniers sont dus & 1’ensemble des dérivés toxiques que peuvent
produire les neutrophiles, notamment le peroxyde d’hydrogéne, le superoxyde
anion, les hydrolases acides, les protéases, 1’élastase et la collagénase. Tous ces

produits peuvent alors participer a la pathogénése de cette maladie.

Notre étude nous a permis de metire en évidence I'implication d’un
nouveau facteur dans D’arthrite rhumatoide. L’effet de ce médiateur sur les
neutrophiles nous permet de conclure qu’il pourrait étre impliqué dans d’autres
processus inflammatoires. En effet, les PMN représentent la premicre ligne de
défense de 1’organisme. Ce sont les premiéres cellules a étre recrutées au site
d’inflammation. L’existence de ce nouveau facteur qui est un puissant
activateur des neutrophiles au niveau du site de lésion vient confirmer
I’évidente  implication de ces cellules dans les pathologies d’ordre
inflammatoire. Différentes études ont déja démontré la participation des PMN

dans D’arthrite thumatoide (Weissmann, G., et H. Korchak., 1984; Koch et al,,
1994)).

L’identification compléte de ce facteur va contribuer a la compréhension
de plusieurs cas d’inflammation chronique. En effet d’autres études
s’imposent, notamment la purification compléte de ce médiateur, le clonage de

son geene, I’identification de ses autres sources et de ses récepteurs, 1’étude de
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son effet sur d’autres cellules tels les macrophages et les lymphocytes, son
impact direct sur ’apoptose induite par le systéme Fas / FasL chez les
neutrophiles et sur I’expression de la protéine A1, I'identification de ses voies
de signalisation, ainsi que son effet sur le métabolisme de [Iacide
arachidonique et Dexpression des molécules d’adhésion chez les PMN.
L’identification totale de ce facteur va nous permettre d’envisager certaines
approches thérapeutiques tel 1’élaboration d’anticorps neutralisants ou des
récepteurs solubles. Ces deux types de produits pourraient inhiber ’action du
facteur en question, et ce, soit en le neutralisant completement, soit en
I’empéchant de se lier 4 son récepteur sur la cellule cible. Ceci pourrait aider a
réduire les dommages tissulaires qui se produisent lors de l’arthrite. Par
ailleurs, des études plus approfondies de ce facteur et de son implication dans
le systéme immunitaire en général, vont permettre de considérer des solutions
thérapeutiques plus avancées telle 1’utilisation des techniques d’ARN antisense

pour I’inhibition ou la diminution de I’expression du facteur.
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Introduction

Ces annexes permettent de présenter des résultats non-mentionnés dans les articles et
ainsi complémentent la thése. Dans une premiére partie (annexe 1), nous incluons les
matériels et méthodes utilisés. Les méthodes mentionnées sont: la prolifération des
leucocytes mononucléés (PBML), la synthése d'ARN et des protéines, la chimiotaxie

et la prolifération des cellules T helper (D10G4.1).

Dans l'annexe 2, nous présentons les résultats de l'activité biologique des bandes
obtenues & partir du gel natif de la fraction F-2 (FPLC). Ces résultats démontrent que
l'activité biologique déterminée par l'augmentation de la phagocytose des PMN se
retrouve principalement dans la bande 2. Cette bande correspond a une protéine ayant

un poids moléculaire approximatif de 240kD.

L'annexe 3 représente l'effet des diverses dilutions de la fraction F-2 sur la synthése
d'ARN et des protéines chez les neutrophiles. Quoique préliminaires, ces résultats
démontrent que l'effet de la fraction 2 sur la synthése d'ARN et des protéines est

dépendant de la concentration du facteur.

L'annexe 4 introduit l'effet biologique de la fraction F-2 sur d'autres cellules
sanguines; soit les leucocytes mononucléés. Nous remarquons que 1’augmentation de

la prolifération des PBML est dépendante de la concentration de la fraction F-2.



L'annexe 5 expose les résultats des contrdles positifs des anticorps monoclonaux
utilisés contre les différentes cytokines. Les résultats indiquent une inhibition de

l'activité biologique de ces cytokines aux concentrations utilisées lors de nos essais.

Les résultats de ces annexes indiquent que l'activité du facteur sécrété par les
synoviocytes agit d'une fagon concentration dépendante, active d'autres cellules

immunes (PBML) et a un poids moléculaire approximatif de 240kD.
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Matériels et méthodes

Prolifération des PBML (Peripheral blood mononuclear lymphocytes).

Les PBML sont isolés & partir du sang humain selon un gradient de densité¢ de
lympholyte poly. La concentration cellulaire est ajustée a 2 x 10° cellules/ml. Les
cellules (100ul/puit) sont incubées dans des plaques de 96 puits en présence ou en
absence de différentes dilutions de la fraction F-2 4 37°C , 5% CO; et 95% humidité.
La fraction F-2 est obtenue par FPLC a partir du milieu conditionné chauffé et
fractionné des synoviocytes. Aprés 72 heures d'incubation, on ajoute la thymidine
tritiée ("H-thymidine; 1pCi/puit) et on incube pendant 6 heures & 37°C. Les cellules
sont alors filtrées et on détermine l'incorporation de la *H-thymidine & l'aide d'un
compteur microbéta. Les résultats sont exprimés en cpm (coups par minute) et

reflétent la synthése d'ADN soit la prolifération cellulaire.

Synthése d’ARN et des protéines.

La synthése d'ARN et des protéines a €té determinée selon la méthode décrite par
Brach et al., 1992. avec une légére modification concernant le temps d'incubation (24
heures). Briévement, les neutrophiles (1 x 10° cellules/ml) isolés & partir du sang
humain sont incubés dans des plaques de 96 puits en présence ou en absence de
différentes dilutions de la fraction F-2 4 37° C, 5% CO> et 95% humidité. Durant les 6
derniéres heures d'incubation, on ajoute l'uridine tritiée: 3H-uridine (2.8x 10* kBg/ml)
ou la leucine tritide: *H-leucine (1x 104 kBg/ml). L'incorporation d'uridine est un
indice directe de la synthése d'ARN, tandis que la leucine refléte la synthése
protéinique. L'incorporation de 3H-uridine ou *H-leucine est determinée par un
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