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Résumé

RESUME

Les Polynucléaires Neutrophiles (PN) humains constituent un des pivots de I’immunité
innée, jouant un réle majeur dans I’élimination des agents pathogenes. Cependant, stimulés de
facon inappropriée ou excessive, ils peuvent étre a 1’origine de Iésions tissulaires graves, ce
qui souligne I’importance d’une régulation fine et précise de leurs fonctions. Des données
récentes montrent que certains neuropeptides et hormones neuroendocriniennes, tels que la
leptine et le « Vasoactive Intestinal Peptide » (VIP) exercent un large spectre d’actions sur les
réponses immunitaires et sont de plus libérés au cours de certaines pathologies
inflammatoires. Ces neuropeptides pourraient donc jouer un role majeur dans la régulation
des fonctions des PN. L’objectif de mon travail a donc été d’étudier la modulation des
fonctions des PN par la leptine et le VIP.

Nous n’avons pas mis en évidence d’effet direct de la leptine et du VIP sur ’explosion
oxydative des PN. De plus, ces deux médiateurs n’exercent pas d’effet de « priming » sur la
production de formes réactives de l’oxygéne en réponse aux formyl peptides, dérivés
bactériens. Alors que le VIP ne modifie pas I’expression des molécules d’adhérence a la
surface des PN, la leptine diminue 1’expression de la L-sélectine et augmente I’expression du
CDI11b, ce qui témoigne de son effet activateur sur les PN. De plus, la leptine inhibe
I’apoptose des PN dans le sang total. L’ effet anti-apoptotique exercé par la leptine, de méme
que I’effet modulateur sur 1’expression des molécules d’adhérence a la surface des PN, sont
en partie médiés par le TNFa, dont la synthése par les cellules de I’environnement est induite
par la leptine. A I’inverse, le VIP exerce un effet pro-apoptotique direct sur les PN. Cet effet,
observé sur PN isolés et associé a une perte du potentiel transmembranaire mitochondrial,

conforte le role du VIP en tant que médiateur anti-inflammatoire.



Introduction

INTRODUCTION

Les polynucléaires neutrophiles humains (PN) constituent un des pivots de I’immunité
innée et jouent un réle majeur dans les défenses de 1’organisme contre les différents agents
pathogenes. Les réactions inflammatoires dans lesquelles ils sont engagés sont donc le plus
souvent bénéfiques a I’organisme, en participant a 1’¢élimination de I’agent pathogéne et a la
réparation des tissus endommagés. De plus, les PN jouent un rdle dans I’engagement et la
régulation des réponses immunitaires innée et adaptative de par leur production de cytokines.
Cependant, stimulés de fagon excessive et/ou inappropriée, ils peuvent également participer a
la survenue de Iésions tissulaires graves par la libération, dans le milieu extracellulaire, de
molécules a haute potentialité toxique comme les Formes Réactives de I’Oxygene (FRO), les
protéases ou d’autres médiateurs inflammatoires. De telles molécules ont ainsi été impliquées
dans des maladies inflammatoires, aigu€s ou chroniques, telles que le syndrome de détresse
respiratoire de I’adulte, la polyarthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires intestinales...

Ceci met en exergue la nécessit¢ d’une régulation fine et précise des fonctions

phagocytaires, notamment au niveau d’un foyer inflammatoire.

De nombreux auteurs ont montré le role régulateur majeur joué par les cytokines pro et
anti-inflammatoires, présentes au niveau du foyer inflammatoire, sur les fonctions des PN,
telles que 1’expression des molécules d’adhérence, 1’explosion oxydative et I’apoptose des
PN. Des données récentes montrent que certains neuropeptides et hormones
neuroendocriniennes, tels que la leptine et le « Vasoactive Intestinal Peptide » (VIP), sont
libérés au cours de pathologies inflammatoires. En outre, il a été montré que ces médiateurs
exercent un large spectre d’actions sur les réponses immunitaires et pourraient donc jouer un

role dans la modulation des fonctions du PN, pivot de I’'immunité innée.

Néanmoins, peu d’études se sont intéressées aux effets de la leptine et du VIP sur les
différentes fonctions des PN, telles que [’expression des molécules d’adhérence, le
chimiotactisme, la phagocytose, 1’explosion oxydative ou I’entrée en apoptose. De plus,
certains des résultats rapportés se sont avérés contradictoires. Ces discordances pourraient
s’expliquer par le fait que la majorité des études ont été réalisées sur des PN isolés de leur
environnement, par différentes techniques susceptibles de les activer et de moduler de ce fait

leurs réponses fonctionnelles.
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L’objectif de mon travail a donc été d’étudier I’effet du VIP et de la leptine sur
différentes fonctions des PN, a savoir 1’expression des molécules d’adhérence et I’explosion
oxydative, ainsi que sur 1’apoptose des PN. Cette étude a bénéficié de nouvelles techniques
d’¢étude des PN dans des conditions de sang total et ce, grace a 1’utilisation de la cytométrie en
flux. Ceci permet en effet d’une part, d’éviter les artéfacts de stimulation en rapport avec
I’isolement des PN par différentes procédures et d’autre part, de se rapprocher des conditions
physiologiques. Les résultats sur sang total ont été¢ confrontés avec ceux obtenus en parallele

sur PN isolés.
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GENERALITES

I.Les polynucléaires neutrophiles

L 1. Principales étapes fonctionnelles

[.1.1. Adhérence et migration transendothéliale

Sous I’influence de différents stimuli provenant du foyer infectieux ou inflammatoire, les
PN, cellules physiologiquement au repos dans le sang circulant, adhérent aux cellules
endothéliales puis se glissent entre celles-ci pour se diriger de fagon orientée vers leur cible au
niveau tissulaire. Ce phénoméne d’adhérence des PN aux cellules endothéliales fait intervenir

une série d’éveénements régulés de fagon tres précise (Gougerot-Pocidalo, 2002).

Le PN va d’abord adhérer de fagon transitoire aux cellules endothéliales par
I’intermédiaire de molécules d’adhérence appartenant a la famille des sélectines. En effet, le
PN exprime a sa surface de facon constitutive la L-sélectine ou CD62L, qui se lie a des E et
P-sélectines, présentes a la surface des cellules endothéliales et dont 1’expression est
augmentée par différents médiateurs provenant du foyer inflammatoire [Interleukine 1 (IL-1),
lipopolysaccharide (LPS), Tumor Necrosis Factor (TNF)]. Ces interactions, de faible affinité,
induisent des étapes successives d’attachement et de détachement du PN de la cellule
endothéliale. Ceci correspond au phénomene de roulement ou « rolling » du PN le long de

I’endothélium.

Dans un deuxieme temps, le PN est activé par différents médiateurs dérivés de
I’endothélium, en particulier I’'IL-8. Cette phase d’activation est caractérisée par une
disparition rapide de la L-sélectine de la surface du PN par un phénomene de clivage
protéolytique ou « shedding ». On assiste parallélement a une augmentation de 1’expression et
de laffinité des B2 intégrines, notamment la molécule CD11b/CD18, qui se lient avec une
forte affinité aux molécules ICAM, (« Intercellular adhesion molecule »), exprimées par les
cellules endothéliales. Cette adhérence forte a I’endothélium provoque un arrét du roulement
du PN et précede sa migration trans-endothéliale, possible grace a la molécule PECAM
(« platelet endothelial cell adhesion molecule »). Cette étape est capitale dans le
fonctionnement approprié du PN dont le but est d’éliminer, au niveau du foyer inflammatoire,
I’agent pathogéne. Une hyperactivation au moment de 1’adhérence du PN aux cellules
endothéliales des veinules post-capillaires peut étre responsable d’une destruction de celles-ci

et de 1ésions tissulaires séveres.
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Apres s’étre glissé entre les cellules endothéliales, le PN migre dans les tissus vers le site
inflammatoire. Cette migration s’effectue de facon orientée, selon un gradient de substances
chimioattractantes, dont des dérivés bactériens tels que les N-formyl-peptides (en particulier
le formyl-Méthionyl-Leucyl-Phénylalanine : fMLP), des dérivés du complément comme le
C5a, des dérivés lipidiques tels que le leucotriene B4 (LTB4) et le Platelet Activating Factor
(PAF), ou des chimiokines dont le prototype est I'[L-8 pour le PN. Les facteurs
chimioattractants se lient & des récepteurs a 7 domaines transmembranaires dont 1’extrémité
C-terminale est couplée a une protéine G hétérotrimérique qui gouverne la transduction du
signal. Les mécanismes du mouvement sont complexes, faisant intervenir les mouvements du
calcium intracellulaire et de nombreuses voies de signalisation, aboutissant au déclenchement

de la polymérisation/dépolymérisation des filaments d’actine.

I.1.2. Reconnaissance de I’agent pathogéne

Au niveau du foyer inflammatoire, le PN reconnait les microorganismes par
I’intermédiaire de différents récepteurs (Gougerot-Pocidalo, 2002). L’immunité innée repose
sur la reconnaissance de motifs microbiens, conservés au cours de I’évolution, les PAMP’s,
« Pathogen associated molecular patterns », par des récepteurs, les PRR, « Pattern recognition
receptor ». Ces PRR incluent en particulier les « Toll Like Receptor », ou TLR, homologues
de la protéine Toll de la Drosophile. Dix TLR ont été identifiés chez I’homme, onze chez la
souris. Les PN ont été rapportés comme exprimant tous les TLR, a I’exception de TLR3. De
plus, ’opsonisation des microorganismes par des immunoglobulines (IgG1 et 1gG3) ou par
des produits du complément dérivés du C3 (C3b et C3bi), dont il existe des récepteurs a la
surface des PN (Récepteur pour le Fragment Fc des IgG et récepteurs CR1, CR3 et CR4

respectivement), facilite leur reconnaissance par les PN.

[.1.3. Destruction de 1’agent pathogene

Apres reconnaissance et adhérence a la cible, la formation de pseudopodes cellulaires
permet d’entourer la particule et de I’englober au sein d’une vacuole de phagocytose. La
destruction de 1’agent pathogéne par le PN s’y effectue alors par I’intermédiaire de deux
mécanismes bactéricides agissant en coopération (Gougerot-Pocidalo, 2002):

»> Un systéme indépendant de I’oxygéne, impliquant non seulement le déversement
du contenu granulaire dans le phagosome [enzymes (hydrolases acides, glycosidases,
protéases), lysozyme, protéines cationiques a action antibiotique telles que les défensines]

mais aussi ’augmentation de I’expression de certaines protéines a la surface du PN comme

5
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les récepteurs des N-formyl-peptides ou les B2 intégrines, permettant d’amplifier les

mécanismes de destruction des microorganismes par le PN.

» Un systéme dépendant de ’oxygéne, aboutissant a la production de FRO, dans le
cadre de D’explosion oxydative. La production de FRO fait intervenir un systéme
enzymatique complexe, la NADPH oxydase, constitué¢ de plusieurs composants protéiques,
dispersés entre les membranes et le cytosol dans le PN au repos. Les composants
membranaires sont le cytochrome b558, constitué de deux sous-unités -la p22”"* et la
gp917"*- et une petite protéine G de type RaplA. Les composants cytosoliques sont les
protéines p477**, p677"*, p40¥"** et une petite protéine G de type Rac2. Aprés activation du PN
sous différents stimuli, les différents composants du complexe se regroupent au niveau
membranaire et sous-membranaire, formant ainsi une enzyme active, permettant le transfert
d’¢lectrons a partir du NADPH sur une flavine li¢e au cytochrome b puis sur les hemes et
enfin sur ’oxygéne moléculaire. Ceci donne naissance a I’anion superoxyde O, ", précurseur
des autres FRO, comme le peroxyde d’hydrogéne H,O,, I’acide hypochloreux HOCI et le
radical hydroxyl OH'.

La stimulation de la NADPH oxydase peut étre induite par un grand nombre de facteurs
particulaires [bactéries, zymosan, particules de latex, plus ou moins opsonisé€es] et solubles
[peptides N-formylés (fMLP), fragment C5a du complément, Leucotriecne B4 , « Platelet
activating factor », endotoxines bactériennes, ionophores calciques (Ionomycine, A23187),
activateurs de Protéine kinase C de type esters de phorbol (Phorbol 12-Myristate 13-Acétate :
PMA)]. L’activation de la NADPH oxydase dépend de I’activation de kinases permettant la
phosphorylation des composants cytosoliques de I’oxydase et notamment de la p477"
(¢élément primaire de I’assemblage de I’oxydase) (El Benna, 1996, 1997).

Les FRO induisent des altérations lipidiques, protéiques et des atteintes des acides
nucléiques. Leur production se fait au niveau de la face externe de la membrane plasmique,
qui devient la face interne de la membrane du phagosome lors du processus de phagocytose
des micro-organismes. Les FRO sont donc produites directement au contact de 1’agent
phagocyté et participent donc de facon effective a la destruction des agents pathogénes. Le
role majeur des FRO et de la NADPH oxydase dans la défense anti-infectieuse est illustré par
la survenue d’infections bactériennes et fungiques séveres et/ou répétées au cours de déficits
génétiques des différents composants de la NADPH oxdase regroupés sous le terme de

Granulomatose septique chronique (Andrews, 2003).

Cependant, lorsqu’elles sont produites de facon excessive ou inappropriée, les FRO

peuvent conduire a la survenue de lésions tissulaires, participant a la physiopathologie des
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maladies inflammatoires. Ainsi, afin d’exercer son activité anti-infecticuse tout en évitant la

survenue de 1ésions tissulaires secondaires a une stimulation excessive, le PN doit étre soumis

a une régulation fine et précise. Parmi les ¢léments impliqués dans cette régulation, les

cytokines présentes au sein du foyer inflammatoire jouent un rdle important par des

phénoménes de « priming» et de désensibilisation, conduisant respectivement a une

potentialisation ou une diminution des réponses cellulaires aux stimuli externes.

v

Le phénoméne de "priming', que 1’on peut traduire par amorcage, est défini par le
fait qu’un prétraitement par un premier stimulus a une concentration suboptimale,
augmente la réponse a un second stimulus ajouté ultérieurement. Les premiéres
observations d'un tel effet « primant» ont été faites en mettant en évidence une
potentialisation de la production de FRO par prétraitement des PN par des facteurs
chimioattractants. Puis, de nombreux travaux ont montré l'intervention de
différentes cytokines telles que les TNF a et 3, le « granulocyte-macrophage colony
stimulating factor » (GM-CSF), le « granulocyte colony stimulating factor » (G-
CSF), I'IL-8, (Yuo, 1991; Khwaja, 1992; Elbim, 1993, 1994; Downey, 1995), les
endotoxines (Yee, 1993) ou encore I’adhérence par I’intermédiaire par exemple du
CD11b/CD18. Ces conditions de préactivation augmentent la réponse a différents
stimuli tels les N-formyl-peptides, le C5a ou encore le PAF ou le LTB4. Ces
phénomenes de « priming » sont aussi observés ex vivo apres traitement de certains

patients par du G- ou GM-CSF (Khwaja, 1992).

Les mécanismes moléculaires restent mal connus et feraient intervenir :

1)

2)

3)

v

une augmentation du nombre de récepteurs au fMLP exprimés a la membrane
(Tennenberg, 1990). Une autre étude de notre laboratoire a suggéré que le TNF
o induisait un recyclage accéléré des récepteurs au fMLP présents a la surface
des PN, au niveau d’une sous-population de PN hyperréactive produisant des
quantités importantes de FRO (Elbim, 1993);
un transfert préalable du cytochrome bssg vers la membrane plasmique (Ward,
2000);

une phosphorylation partielle de la p47”** qui pourrait permettre une
augmentation du degré de phosphorylation des autres sites lors de I’application

ultérieure d’un deuxieme stimulus (fMLP) (Dang, 1999; Dewas, 2003).

Le phénoméne de désensibilisation permet une désactivation du systtme NADPH
oxydase, cette désactivation étant nécessaire a la résolution du phénomeéne

inflammatoire. Il correspond au fait qu’un prétraitement des PN avec une substance
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pharmacologique peut diminuer la réponse oxydative a un agoniste ajouté
ultérieurement (Ali, 1999). Quelques exemples de phénomenes de désensibilisation
peuvent étre donnés : ainsi un prétraitement par un méme agent ou un agent
partageant le méme récepteur induit une non réponse a cet agent appliqué
ultérieurement. Il s’agit d’une désensibilisation homologue. Les phénomeénes de
désensibilisation sont parfois de nature hétérologue impliquant deux récepteurs
différents, que les agonistes soient ou non de la méme famille de molécules; la
désensibilisation du deuxieéme récepteur n’implique pas forcément son occupation
par un agoniste. Par ailleurs, certains auteurs ont rapproché les phénomenes de
désensibilisation les phénomeénes de régulation négative par les cytokines anti-
inflammatoires. La régulation de I’expression des récepteurs pour ces cytokines
comme I’[L-10 jouerait donc un réle important au sein d’un foyer inflammatoire
dans la régulation négative des effets pro-inflammatoires des PN (Elbim, 2001).

Les phénoménes de désensibilisation font appel a différents mécanismes:
internalisation des récepteurs, “ shedding ” de certains récepteurs comme ceux du TNFa,
phosphorylation des récepteurs a sept domaines transmembranaires suivie d’un découplage
des signaux tranductionnels par 1’arrestine ou encore par I’intervention de protéines RGS
(regulatory G protein signaling) a activité GTPase (Ferguson, 2001). Une élévation de la
concentration intracellulaire de I’AMPc ainsi que l’intervention de la Proteine Kinase A
inhibent I’activation de ’oxydase et la phosphorylation de la p47”** en réponse au fMLP
(Bengis-Garber, 1996). Par ailleurs, la transduction du signal fait intervenir des phénomenes
de phosphorylation, eux-mémes régulés par des phénoménes de déphosphorylation. Ainsi de
nombreuses phosphatases existent dans le PN (CD45, Protéine Phosphatases 1 et 2A) qui
permettent une déphosphorylation des composants du systéme conduisant ainsi a I’arrét de
son activité (Harbecke, 1997). Cependant, un autre mécanisme d’arrét de 1’activation de la
NADPH oxydase a été suggéré: I’arrét de I’activité oxydasique serait corrélé avec une perte
du complexe p477"*/p677"* accroché au cytochrome bssg a la suite d’une hyperphosphorylation

de la p47°"* (Yamaguchi, 1995, DeLeo, 1999).

I.1.4. Production de médiateurs par le PN

Le PN n'est pas simplement une cellule effectrice tueuse mais participe, de par ses
sécrétions, a la régulation des fonctions de nombreux partenaires du systéme immunitaire et
de ses propres fonctions, ainsi qu’au remodelage tissulaire. Ainsi la production de FRO

intervient également comme médiateur de 1’inflammation au niveau des cellules présentes au
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niveau du site inflammatoire, modulant I’apoptose des cellules de leur environnement
(Buttke, 1994; Vogt, 1998), induisant une diminution des réponses prolifératives
lymphocytaires in vivo et in vitro (Gougerot-Pocidalo, 1988), augmentant la production de
cytokines proinflammatoires (Gougerot-Pocidalo, 1989), activant des facteurs de transcription

intracellulaires ainsi que la phosphorylation de différentes tyrosines kinases (Carballo, 1999;

Jope, 1999; Li, 1999 ; Sonoda, 1999).

Par ailleurs, la libération d’enzymes protéolytiques régule I’environnement tissulaire, la
conformation de certains médiateurs, les activant ou les désactivant. Enfin, les PN produisent
de nombreux médiateurs de I’inflammation (PAF, LTB4...) ainsi que des cytokines pro et
anti-inflammatoires. Parmi les cytokines produites par le PN [IL-8, TNFa, IL-1f3, IL-3, IL-
12, Interféron alpha (IFNa), Oncostatine M, Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha et
béta (MIP-1a et ), Tumor Growth Factor béta (TGF), IL-1ra,...], I'IL-8 est la cytokine
produite de fagon majoritaire. La production de cette chimiokine par le PN lui-méme est
responsable d’un phénoméne important d’amplification de la migration des PN vers le lieu de

I’inflammation.

1.2. Mort du PN par nécrose ou par apoptose

Malgré leur role crucial dans les défenses de 1’hote contre les infections, les PN
présentent, au cours des réponses inflammatoires, un potentiel élevé a induire des 1ésions
tissulaires par le relargage de leur contenu toxique. La stimulation des PN induit en effet la
synthése et la libération de diverses substances toxiques, responsables en général de leur mort
par nécrose. La mort cellulaire par nécrose se caractérise par une altération de la structure
cellulaire, un gonflement cellulaire et une perte de 1’intégrit¢ membranaire, entrainant la
libération du contenu des granulations du PN dans I’environnement tissulaire, exacerbant

ainsi les I¢ésions tissulaires locales et prolongeant la réaction inflammatoire (Savill, 1995).

Cette agression tissulaire peut étre évitée par le phénomeéne d’apoptose, ou mort
cellulaire programmeée prototypique, suivie de la phagocytose des PN apoptotiques par les
macrophages. En effet, I’¢limination par phagocytose de PN intacts prévient le relargage du
contenu intracellulaire toxique des PN dans le milieu extracellulaire, qui survient si les
cellules meurent par nécrose. L’apoptose représente un mécanisme normal d’élimination des
PN a partir d’un site infectieux et constitue de ce fait un phénomeéne critique dans la
résolution de I’inflammation, contrélant 1’étendue des dommages tissulaires médiés par les
PN ainsi que la durée et I’intensité des réponses inflammatoires (Savill, 1995, 1997a ; Akgul,

2000 ; Simon, 2003). Par ailleurs, les PN agés meurent également par apoptose constitutive au
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niveau des tissus, en ’absence de cytokines ou d’agents pro-inflammatoires, ceci avant d’étre
¢liminés par les macrophages : I’apoptose des PN constitue donc un processus important pour

maintenir un nombre approprié de PN sous des conditions physiologiques, 10" PN matures

étant générés chaque jour chez le sujet adulte (Akgul, 2000 ; Simon, 2003).

Durant I’apoptose, les PN présentent des modifications morphologiques caractéristiques
d’une cellule apoptotique, avec en particulier une condensation chromatinienne et
cytoplasmique, une fragmentation de la cellule en corps apoptotiques. L’intégrit¢ de la
membrane plasmique des PN apoptotiques est néanmoins conservée, retenant les composants
cellulaires au sein de la cellule (Savill, 1997a ; Edwards, 2003 ; Maianski, 2004a).

En outre, I’expression de certaines molécules de surface est modifiée, assistant a la
diminution de ’expression de certains récepteurs ou a ’apparition de nouvelles molécules de
surface. L’apoptose des PN s’accompagne ainsi d’une diminution de 1’expression des
membres de la superfamille des immunoglobulines (CD31, CD50, CD66b, CD63...) et de
certains récepteurs de surface comme CD16, CD15, CD32. De plus, la phosphatidylsérine,
caractéristique des cellules apoptotiques, apparait sur le feuillet externe de la membrane
plasmique, par perte de I’asymétrie membranaire normale (Homburg, 1995). L externalisation
de cette molécule facilite la reconnaissance des PN apoptotiques par les macrophages. Par
ailleurs, la molécule phagocytaire CD36 coopére avec I’intégrine a,fB; pour se lier a la
thrombospondine, sécrétée par les phagocytes, cette derniére constituant un pont entre les
récepteurs des phagocytes et des structures présentes a la surface des PN apoptotiques (Savill,
1995, 1997b).

Les PN apoptotiques sont de plus non fonctionnels, perdant leur aptitude a se déplacer
par chimiotactisme, a se polariser, a dégranuler et a produire des FRO en réponse a des
stimuli extérieurs tels que le fMLP (Whyte, 1993). Cette diminution des fonctions cellulaires
s’explique par une diminution de 1’expression de récepteurs fonctionnels a leur surface et par
une perturbation de la signalisation. (Akgul, 2000 ; Maianski, 2004a).

Enfin, I’englobement des PN apoptotiques par les macrophages conduit a I’induction de
signaux anti-inflammatoires par le macrophage, liée a la libération d’agents anti-
inflammatoires (TGF[3, Prostaglandine E2), conjointement a la diminution de la production

d’agents pro-inflammatoires (IL-13, GM-CSF, IL-8, TNF) (Lucas, 2003).

Toutefois, ce processus d’apoptose est lui-méme modulé au cours des processus
inflammatoires, en particulier par différentes cytokines ainsi que par des médiateurs dérivés

de I’agent pathogeéne (Colotta, 1992). En effet, les PN, apres leur libération de la moelle
10
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osseuse, ont une trés courte durée de vie dans le sang circulant (six a dix heures), puis ils
migrent physiologiquement dans les tissus, ou ils entrent spontanément en apoptose au bout
de un a deux jours (Maianski, 2004a). Au cours des processus inflammatoires, la durée de vie
des PN est augmentée, de nombreuses molécules présentes au niveau du site inflammatoire
retardant 1’apoptose constitutive des PN. Il a ainsi été rapporté que I’'IL-1B, I’IL-15, I’'IL-8, le
LPS, le GM-CSF... pouvaient prolonger la survie des PN (Colotta, 1992 ; Akgul, 2000 ;
Simon, 2003 ; Edwards, 2003). De méme, I’hypoxie, les glucocorticoides retardent 1’apoptose
des neutrophiles (Akgul, 2000 ; Edwards, 2003). Le TNFa présente quant a lui des effets sur
I’apoptose des PN différents selon les études. Alors que des incubations prolongées de PN
humains en présence de TNFa provoquent une diminution de I’apoptose, le TNFa peut
¢galement induire I’apoptose dans une sous-population de PN pour des temps d’incubation
plus courts (Murray, 1997 ; Salamone, 2004). En outre, le TNFa aurait un effet inhibiteur a
faibles concentrations mais un effet pro-apoptotique a fortes concentrations (Van den Berg,

2001).

Ces différents stimuli anti-apoptotiques, présents localement au cours de la réaction
inflammatoire, interviennent en modulant I’expression des membres de la famille Bcl-2
(Akgul, 2001; Simon, 2003). En effet, si les deux voies d’apoptose, la voie extrinseque des
récepteurs de mort et la voie intrinséque mitochondriale, sont toutes deux impliquées dans
I’apoptose du PN, la voie mitochondriale semble la plus sollicitée. Bien que les PN expriment
Fas a leur surface, les interactions Fas/Fas ligand ne semblent pas constituer le principal
mécanisme responsable de 1’apoptose spontanée des PN. En effet, les PN de souris déficientes
en Fas ou en Fas ligand présentent une apoptose normale. De plus, le blocage de Fas par un
anticorps monoclonal neutralisant n’a pas d’effet sur I’apoptose constitutive des PN (Simon,

2003).

Si les PN n’expriment pas la molécule anti-apoptotique Bcl-2, ils expriment de fagon
constitutive les protéines pro-apoptotiques Bax, Bid, Bim, Bak et Bad. Ces protéines ont
une demi-vie relativement longue et leur expression constitutive pourrait expliquer la durée de
vie courte des PN sanguins. Les PN expriment également, de facon inductible, les molécules
anti-apoptotiques Al, Mcl-1 et Bcl-X;, de demi-vie trés courte (Akgul, 2000 ; Edwards,
2003). L’apoptose des PN serait ainsi gouvernée par les taux cellulaires de ces molécules anti-
apoptotiques.

- Ainsi, dans des conditions non inflammatoires, les PN expriment des taux élevés
des molécules pro-apoptotiques alors que les molécules anti-apoptotiques Al et

Mcl-1 sont exprimées de fagon marginale. En outre, celles-ci sont neutralisées par
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les molécules pro- apoptotiques Bad et Bim. Enfin, la molécule pro-apoptotique Bid
est clivée (clivage nécessaire a I’activation et la translocation mitochondriale de
Bax), participant au relargage de facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie vers
le cytoplasme, tels que le cytochrome c, et conduisant a I’apoptose. Ainsi, le
processus d’apoptose dans le PN ne nécessite pas de synthése protéique, d’autant

plus que sa capacité de synthese est réduite (Simon, 2003).

Au cours des processus inflammatoires, le mécanisme d’inhibition de 1’apoptose
requiert a ’inverse une synthese de nouvelles protéines anti-apoptotiques. En effet, en
I’absence de synthése de novo, les taux cellulaires de ces protéines seraient
rapidement déplétés en raison de leur demi courte et de leur turn-over rapide. Ainsi,
une augmentation du taux intracellulaire des molécules anti-apoptotiques Al et Mcl-1
a notamment ét¢ impliquée dans la survie des PN induite par des cytokines pro-
inflammatoires telles que le GM-CSF, I’IL-1, le TNFa et I’IL-15 (Moulding, 2001) et
les agonistes des TLR (Frangois, 2005). De plus, la phosphorylation de Bad participe
¢galement a la survie des PN. En effet, la phosphorylation de Bad conduit a sa
séquestration dans le cytosol par la protéine 14-3-3. Bad est alors incapable
d’interagir avec les molécules anti-apoptotiques telles que Bcl-X;, Mcl-1 et Al ; ces
dernieres peuvent se lier a Bax, bloquant son activité pro-apoptotique et conduisant a
la survie cellulaire (Simon, 2003 ; Edwards, 2003 ; Perianayagam, 2004). Enfin, les
conditions de survie ont été associées a 1’absence de clivage du facteur pro-
apoptotique Bid, I’absence d’activation de la molécule pro-apoptotique Bim ainsi que
la diminution de la translocation de Bax, induites notamment par le G-CSF et le GM-

CSF (Maianski, 2004b).
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Figure I. Schéma récapitulatif sur les principales étapes fonctionnelles du PN.

II. La leptine

La leptine, produit du geéne ob, est une protéine non glycosylée de 16 kDa découverte en
1994.

Essentiellement sécrétée par les adipocytes, de fagcon proportionnelle a la masse
corporelle adipeuse, cette hormone peptidique est également produite, en plus faible quantité,
par I’estomac, les muscles squelettiques et le placenta (La Cava, 2004).

Les taux sériques de leptine, d’environ 5 a 8 ng/ml dans les conditions physiologiques,
sont directement corrélés a la masse corporelle adipeuse. Les sujets obéses présentent en effet
des taux sériques de leptine plus élevés que les sujets de poids normal. En outre, une
réduction du poids corporel est associée a une diminution des taux sériques de leptine.
(Considine, 1996).

L’expression du geéne codant pour la leptine est régulée par différents facteurs,
principalement la prise alimentaire, une diminution de celle-ci étant associée a une diminution
des taux sériques de leptine. Par ailleurs, I’insuline stimule la sécrétion de leptine au cours des
repas et une diminution des taux d’insuline précéde la réduction des taux de leptine durant le
jetne. Il existe au contraire une relation inverse entre leptine et glucocorticoides. La sécrétion
de leptine est par ailleurs inhibée par la testostérone alors qu’elle est augmentée par les

hormones stéroidiennes féminines. Enfin, la synthése de leptine augmente en réponse aux
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infections aigués et a la sécrétion de médiateurs inflammatoires tels que 1’IL-1, le TNFa et le

LIF (Leukemia inhibitory factor) (Otero, 2005).

11 1. Structure et récepteurs

La structure de la leptine et de son récepteur suggerent que la leptine appartienne a la
famille des cytokines. Malgré 1’absence de similitude de séquence entre la leptine et les
cytokines a longue chaine hélicoidale, il existe entre ces molécules une forte similitude au
niveau de leur structure tertiaire. En effet, la leptine présente une longue chaine comprenant
quatre hélices alpha et présente ainsi des similitudes structurales avec différentes cytokines
telles que I'IL-6, I’IL-12, I’'IL-15, le G-CSF, 1’oncostatine M, la prolactine ou 1’hormone de
croissance qui appartiennent elles-aussi au groupe 1 des cytokines, a longue chaine

hélicoidale (Faggioni, 2001, La Cava, 2004 ; Otero, 2005).

Le récepteur de la leptine (Ob-R), codé par le géne db, est rattaché, de par sa structure,
aux récepteurs des cytokines de type I (ou récepteurs des hématopoiétines), a chaine gp130.
Cette famille de récepteurs inclut en particulier les récepteurs pour I'IL-6, I'IL-12,

I’oncostatine M et la prolactine (La Cava, 2004 ; Otero, 2005).

Ce récepteur Ob-R est une glycoprotéine transmembranaire et existe sous six isoformes,
obtenus par épissage alternatif. Ces isoformes, caractérisés par des domaines cytoplasmiques
de longueur différente, sont classés en 3 groupes (Fantuzzi, 2000 ; Faggioni, 2001 ; La Cava,
2004 ; Otero, 2005) :

» L’isoforme long, Ob-Rb, présente 302 résidus cytoplasmiques, contenant les motifs
d’activation et de transduction du signal. Il est exprimé a hautes concentrations dans
I’hypothalamus, médiant ainsi les effets de la leptine dans la régulation du poids corporel,
principal effet de la leptine. Il est en outre présent dans plusieurs tissus périphériques tels que
les cellules B pancréatiques, le foie feetal, ainsi que sur les cellules endothéliales, les
plaquettes, les précurseurs hématopoiétiques CD34+, les lymphocytes T et les lymphocytes B,
les macrophages.

> Plusieurs isoformes courts existent, Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd et Ob-Rf, caractérisés par un
domaine cytoplasmique de 34 acides aminés. Exprimés par différents tissus non immuns, ils
semblent médier le transport et la dégradation de la leptine. Ob-Ra est I’isoforme le plus
abondamment exprimé, ceci dans différents tissus, en particulier le rein, le poumon, le foie,
les plexus choroides ou il joue un role dans le passage de la leptine a travers la barriére

hémato-encéphalique.
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» 1l existe enfin une forme sécrétée, Ob-Re, pouvant se lier a la leptine circulante. En effet,
la leptine circule dans le plasma sous une forme libre et une forme liée. Chez les sujets

minces, 50% de la leptine est présente sous forme liée alors qu’elle circule essentiellement

sous forme libre chez les sujets obéses.

Les voies de transduction du signal médiées par la fixation de la leptine a son récepteur
sont comparables a ceux rapportés pour différentes cytokines. Le récepteur Ob-Rb est
considéré classiquement comme 1’isoforme impliqué dans la signalisation. Néanmoins, les

1soformes courts sont également capables de signalisation, par des voies différentes.

Les isoformes long et courts forment des homodiméres en 1’absence de ligand, cette
dimérisation étant indispensable a la signalisation. Chaque récepteur se lie a une molécule de

leptine, conduisant ainsi a la formation d’un complexe tétramérique (Frithbeck, 2006).

Le récepteur de la leptine, comme les autres récepteurs de cytokines de type I, ne possede
pas d’activité tyrosine kinase intrinséque. Ob-Rb requiert donc 1’activation de tyrosines
kinases associées au récepteur, de la famille Janus (Jak), en particulier Jak2, qui vont, par la
suite, phosphoryler et activer les facteurs de transcription STAT (« signal transducers and
activators of transcription »), notamment STAT3 (La Cava, 2004 ; Otero, 2005 ; Matarese,
2005 ; Frithbeck, 2006). Ces derniers, aprées homodimérisation et translocation dans le noyau,
induisent 1’expression de différents genes spécifiques, dont des génes codant pour des
protéines jouant un role régulateur négatif, telles que la protéine SOCS-3 (« supressor of
cytokine signaling ») (Frithbeck, 2006). L’administration de leptine a des souris ob/ob,
déficientes en leptine, induit en effet I’expression de I’ARNm SOCS-3 dans I’hypothalamus.
Des résultats similaires ont été obtenus lors d’études de transfection utilisant des cellules
CHO exprimant I’isoforme long du récepteur de la leptine. De plus, ces études ont montré que
SOCS-3 inhibait la phosphorylation induite par la leptine de Jak2, suggérant un role de
SOCS-3 dans la régulation et I’atténuation de la signalisation de la leptine (Bjorbak, 1999).
La phosphotyrosine phosphatase 1B, présente a la surface du réticulum endoplasmique, est
¢galement impliquée dans la régulation négative de la signalisation de la leptine via la
déphosphorylation de Jak2 (Matarese, 2005 ; Frithbeck, 2006).

Parallelement a la voie Jak2-STAT3, importante pour médier les effets de la leptine dans
les cellules immunitaires, d’autres voies de transduction du signal sont également impliquées,
en particulier la voie de la « Phosphatidyl-inositol 3 kinase » (PI3K), la voie de I’Insuline
receptor substrate 1 (IRS1) et la voie des « Mitogen-activated protein kinase » (MAPK), avec
activation des kinases ERK (« extracellular Regulated Kinase ») et p38 MAPKinase (Otero,
2005 ; Frithbeck, 2006).
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es isofo s courts, capables de se lier et d’activer les tyrosines kinases Jak, ne peuve
Les isoforme rts, bles d lier et d’activer les t es kin Jak, ne nt

pas induire une signalisation STAT. Ils sont néanmoins capables de signalisation par la voie

des MAPKinases .

11.2. Fonctions de la leptine
II. 2. 1. Régulation de la prise alimentaire

Le mot leptine vient du grec /eptos, qui signifie mince. La fonction essentielle de cette
protéine consiste en effet en la régulation de la prise alimentaire, principalement par ses
effets sur I’hypothalamus. Des taux élevés de leptine signalent la présence de stocks
énergétiques suffisants au systéme nerveux central, qui répond en réduisant 1’appétit et en
augmentant les dépenses énergétiques, prévenant ainsi une obésité sévere. Un déficit
génétique en leptine (exemple des souris 0b/ob) ou en son récepteur (cas des souris db/db,
résistantes a la leptine) conduit a une obésité extréme, liée a une prise alimentaire excessive et
un défaut de dépense énergétique (Fantuzzi, 2000 ; Faggioni, 2001).

Néanmoins, ces souris présentent également des anomalies marquées, secondaires aux
effets de la leptine sur la reproduction, I’hématopoiese, I’angiogénese, la sécrétion d’insuline,
les métabolismes osseux, lipidique et glucidique. De telles altérations sont de plus décrites
lors des déficits congénitaux en leptine chez ’homme. Ainsi, les mutations du géne Ob,
rares (observées chez 1 sujet obése sur 250) se caractérisent par une hyperphagie, une
obésité, un hypogonadisme hypothalamique et une fertilit¢ altérée (Ozata, 1999). La leptine
est donc une molécule pléiotropique, jouant un rdle important dans la régulation des fonctions

endocrines et des fonctions métaboliques (Faggioni, 2001 ; Otero, 2005).

I1.2.2. Régulation des réponses immunitaires

Plus récemment a été découvert le réle de la leptine dans 'immunité.

Ainsi, une altération des réponses immunitaires et une susceptibilité aux infections ont été
rapportées chez les animaux déficients en leptine ou en son récepteur, chez les sujets
déficients en leptine ainsi que lors des situations de malnutrition, ou 1’on observe des taux
faibles de leptine (Ozata, 1999 ; Faggioni, 2001 ; La Cava, 2004 ; Matarese, 2005). Dans ce
dernier cas la leptine semble étre un signal pour I’adaptation a 1’état de jeline, permettant de
conserver 1’énergie pour les muscles et 1’activité cérébrale (Faggioni, 2001 ; Sanchez-
Margalet, 2003).

De plus, plusieurs études ont montré une augmentation des taux circulants de leptine au
cours de certaines infections bactériennes ou de réactions inflammatoires. Ainsi, les taux de

leptine sont augmentés sous l’action de différents médiateurs de la phase aigué de
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I’inflammation tels que le TNF, I’IL-6 et I’'IL-1 ou aprés stimulation par le LPS (La Cava,
2004). De méme, les taux de leptine sont augmentés au cours de péritonites expérimentales ou
de modeles d’inflammation aigué chez le rat (pleurésie ou cedéme de la patte induits par les

carraghénates) (Gualillo, 2000). Ces résultas suggerent un rdle de la leptine dans les

mécanismes de défense de I’hote.

I1.2.2.1. Effets de la leptine sur la réponse immunitaire adaptative
Ces effets concernent essentiellement les lymphocytes T CD4".

- Role dans la génération, la maturation et la survie des thymocytes, en retardant leur entrée
en apoptose.

En effet, au cours du jeline, une diminution brutale du nombre de calories absorbées
provoque une diminution rapide des taux sériques de leptine, accompagnée d’une atrophie
thymique, réversible avec 1’administration de leptine (La Cava, 2004). De plus, les souris
ob/ob, déficitaires en leptine, présentent également un thymus de petite taille, renfermant de
nombreux thymocytes apoptotiques. Cette atrophie thymique affecte le cortex du thymus, ou
se trouvent la plupart des thymocytes double positifs CD4"CDS8", et I’apport de leptine permet
de réduire le taux d’apoptose de ces cellules (Howard, 1999). La leptine apporterait donc un
signal de survie aux thymocytes double positifs CD4°'CD8" et simple positifs durant la
maturation des lymphocytes T. Elle exerce également des effets anti-apoptotiques sur les
cellules T matures. Ces effets peuvent résulter de son aptitude a augmenter I’expression des
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-X, qui protégent les cellules T et les thymocytes de

I’apoptose (La Cava, 2004 ; Matarese, 2005).

- Rdle dans la prolifération et ’activation lymphocytaire T

L’addition de concentrations physiologiques de leptine lors d’une réaction lymphocytaire
mixte (LMR) induit une prolifération dose dépendante des lymphocytes T CD4". Néanmoins,
la leptine présente des effets différents sur la prolifération et la production de cytokines par
les cellules T CD4" naives (CD45RA") et mémoires (CD45R0O"). Ainsi, la leptine augmente la
prolifération et la sécrétion d’IL-2 par les cellules T naives alors qu’elle possede de tres
faibles effets sur la prolifération des cellules T mémoires, voire un effet inhibiteur (La Cava,
2004 ; Matarese, 2005).
La leptine augmente également 1’expression de molécules d’adhérence a la surface des

lymphocytes T CD4", telles que « Intercellular adhesion molecule 1 » (ICAM1) ou « very late

17



Généralités
antigen 2 » (VLA2), pouvant permettre 1’activation et la migration des cellules immunitaires

vers les sites de I’inflammation (Faggioni, 2001 ; La Cava, 2004).

Enfin, la leptine induit une polarisation Thl des réponses immunitaires. En effet, elle
augmente la production d’IFN-y et de TNFa par les lymphocytes T, conduisant de ce fait a
une augmentation de la production d’IgG2a par les cellules B, des réactions d’hypersensibilité
retardée et de I’activation des macrophages. A I’inverse, elle inhibe les réactions de type Th2,
diminuant ainsi la production d’IL-4 et d’immunoglobulines d’isotype IgG1 (Faggioni, 2001 ;
La Cava, 2004 ; Matarese, 2005).

- Réle dans la production d’hormone de croissance par les lymphocytes

La leptine possede un autre mécanisme d’action sur les cellules immunitaires. Elle peut en
effet stimuler la production d’hormone de croissance (GH) par les lymphocytes du sang
périphérique, par des mécanismes dépendants de la protéine kinase C et de I’oxyde nitrique.
Les lymphocytes expriment en effet des récepteurs pour la GH a leur surface et produisent
eux-mémes cette hormone (Dixit, 2003).

La GH joue un rdle important dans le développement et la régulation du systeme immunitaire.
Ce rdle s’exerce en particulier sur les lymphocytes T. En effet, la GH intervient dans le
développement des lymphocytes T au niveau du thymus (Murphy, 1994). Elle régule
¢galement I’adhésion et la migration des lymphocytes T (Taub, 1994). Par ailleurs, in vitro,
elle potentialise la prolifération et la réponse cytokinique des lymphocytes T CD4+ et T
CD8+ aux antigénes dont ils sont spécifiques (Murphy, 2000).

Par ailleurs, la leptine augmente 1’expression du récepteur de la GH a la surface des
lymphocytes, potentialisant les effets biologiques de la GH sur ces cellules (Dixit, 2003).

La leptine pourrait donc réguler les réponses immunitaires en induisant la production locale

de GH par les lymphocytes.

I1.2.2.2. Effets de la leptine sur la réponse immunitaire innée
- Role dans I’activation et la prolifération des monocytes/macrophages

La leptine augmente I’expression a la surface des monocytes d’une part de marqueurs
d’activation, tels CD38, CD25 (chaine o du récepteur a I’IL-2) ou CD71 (récepteur de la
transferrine) et d’autre part de certaines molécules d’adhérence (CD11b/CD18, CD11c¢/CD18)
et des molécules de CMH (HLA-DR) (Santos-Alvarez, 1999). Par ailleurs, elle régule les
fonctions des macrophages, telles la phagocytose, (les macrophages de souris ob/ob ou db/db

présentent en effet une fonction phagocytaire altérée, restaurée par 1’administration de leptine
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recombinante ; Loffreda, 1998), DI’expression de la cyclooygénase 2, la sécrétion de
leucotriene B4 ou de monoxyde d’azote (Raso, 2002; Otero, 2005). Elle induit également la
production par ces cellules de cytokines pro-inflammatoires, telles le TNFa ou I’'IL-6
(Loffreda, 1998 ; Santos-Alvarez, 1999 ; Zarkesh-Esfahani, 2001). Enfin, il a ét¢ montré que

la leptine exergait un effet sur la survie des monocytes, en prévenant leur apoptose, via

I’activation des MAPK (Sanchez-Margalet, 2003).

- Roéle dans le développement, la différenciation, la prolifération, I’activation et la cytotoxicité
des cellules NK, augmentant leur sécrétion de perforine et d’IL-2 (La Cava, 2004 ; Otero,
2005).

- Role dans la survie des polynucléaires éosinophiles

Une étude récente a en effet montré que les polynucléaires éosinophiles exprimaient a leur
surface le récepteur de la leptine (isoforme court Ob-Ra) et que la leptine exergait un effet
anti-apoptotique sur ces cellules, médi¢ par I’activation des MAPK et de la PI3K (Conus,

2005)

- Role dans la régénération tissulaire

Le récepteur Ob-Rb est exprimé a la surface des cellules endothéliales et la leptine jouerait un
role dans 1’angiogénése. La leptine induit la prolifération des kératinocytes in vitro et permet
la ré-épithélisiation des plaies in vivo. De plus, les souris déficientes en leptine sont
caractérisées par un retard important de cicatrisation des plaies. En raison de ses propriétés
mitogénes et angiogéniques, la leptine pourrait jouer un rdle important dans la régénération

tissulaire au cours des réponses inflammatoires (Faggioni, 2001).
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Figure I1. Schéma récapitulatif sur les principales fonctions de la leptine.

11.3. Implication de la leptine au cours de certaines situations pathologiques
Parallelement a son role physiologique dans la régulation des réponses immunitaires, la
leptine a été impliquée dans la physiopathologie de certaines maladies auto-immunes et

inflammatoires chroniques.

I1.3.1 Role de la leptine au cours de certaines maladies auto-immunes
Différents arguments plaident en faveur de I’implication de la leptine dans les processus auto-

immuns :

- Les souris ob/ob présentent une diminution de sécrétion d’IL-2, d’IFN-y, de TNFa et
d’IL-18, associée a une production augmentée de cytokines de type Th2, telles que I'IL-4 et
I’'IL-10. Ces souris sont résistantes a 1’induction expérimentale de différentes maladies auto-

immunes (La Cava, 2004 ; Matarese, 2005).

- Dans I’Encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), modéle murin de sclérose
en plaques, la survenue de la maladie est précédée d’une augmentation des taux sériques de

leptine. En outre, le jeline, qui réduit les taux de leptine, retarde la survenue de la maladie et
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atténue les symptomes. Enfin, les souris ob/ob sont résistantes a 1’induction de I’EAE, cette
résistance étant abolie par I’administration de leptine (avec un switch vers la production de
cytokines de type Thl) (Otero, 2005). Chez ’homme, une diminution du nombre de calories

ingérées ou des changements diététiques peuvent améliorer les symptomes de la sclérose en

plaque.

- La leptine a également été impliquée dans le diabeéte de type 1, ou les cellules B
pancréatiques sont détruites par un processus inflammatoire immun. En effet, les souris
femelles NOD (qui constituent I'un des meilleurs modeles animaux de diabete de type 1) ont
des taux sériques de leptine augmentés avant la survenue de la maladie. De plus,
I’administration de leptine exogene accélére la survenue et la progression de la maladie, en
accélérant la destruction auto-immune des cellules B pancréatiques et en augmentant la
sécrétion d’INF-y par les cellules T périphériques. La leptine interviendrait donc dans le

développement du diabéte de type 1 via des réponses Thl (La Cava, 2004 ; Otero, 2005).

- Un autre ¢lément en faveur de I’'implication de la leptine dans 1’autoimmunité est le
dismorphisme sexuel observé au niveau des concentrations sériques de leptine, plus élevées
chez les femmes que chez les hommes de méme age et de méme indice de masse corporelle.
La leptine pourrait donc s’ajouter aux autres hormones telles 1’cestradiol ou la prolactine,
connues pour participer a la prédisposition féminine aux maladies auto-immunes. Ainsi,
seules les souris femelles hyperleptinémiques développent des maladies auto-immunes alors
que les souris hypoleptinémiques sont protégées. Le traitement des souris males résistantes a
I’EAE par de la leptine recombinante les rend susceptibles a cette maladie (La Cava, 2004 ;

Matarese, 2005).

I1.3.2 Role de la leptine au cours de certaines maladies inflammatoires

chroniques
- Une augmentation de la sécrétion périphérique de leptine a été associée a de nombreuses
situations d’inflammation chronique, telles les stéatoses hépatiques non alcooliques, la
bronchopneumopathie chronique obstructive, les maladies inflammatoires intestinales, la
polyarthrite rhumatoide...(Uygun, 2000 ; Schols, 1999 ; Bokarewa, 2003). Néanmoins,
d’autres études effectuées chez ’homme ont rapporté des concentrations de leptine dans les
limites de la normale au cours de ces différentes situations inflammatoires (Chalasani, 2003 ;

Takabatake, 1999 ; Anders, 1999). Ces résultats contradictoires pourraient s’expliquer par des
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caractéristiques différentes des patients étudiés, en particulier selon le stade de la maladie (La

Cava, 2004).

- Les maladies inflammatoires intestinales sont souvent associées a une perte de poids
marquée. Dans un modele d’inflammation intestinale chez le rat (colite induite par 1’acide
trinitrobenzéne sulfonique), les taux de leptine sont élevés, corrélés avec le degré
d’inflammation et associés a une anorexie (Barbier, 1998). Chez ’homme, des taux ¢élevés de
leptine sont observés chez les patients au stade aigu de la colite ulcérative, ces taux ¢élevés
pouvant contribuer a I’anorexie et a la perte de poids (Otero, 2005).

Treés récemment a été découvert que les cellules épithéliales gastriques du rat et de I’homme
produisait de la leptine. La leptine gastrique, résistante a la dégradation protéolytique, peut de
ce fait atteindre D’intestin sous une forme active et ainsi agir sur d’éventuelles cibles
luminales. Les récepteurs de la leptine ont par ailleurs été décrits au niveau de la bordure en
brosse des entérocytes mais aussi a la membrane apicale des cellules épithéliales coliques
(Sitaraman, 2004).

La leptine gastrique peut agir sur I’intestin gréle mais il semble peu probable qu’elle puisse
avoir une action sur le colon. Néanmoins, chez les patients présentant une colite ulcérative
modérée a sévere ou chez les patients atteints de maladie de Crohn, des taux élevés de leptine
ont ét¢ observés au niveau du colon. La leptine pourrait étre libérée par les cellules en nécrose
ou en apoptose au cours des maladies inflammatoires intestinales. De plus, la leptine
plasmatique pourrait traverser les épithéliums et se retrouver au niveau de la lumicre
intestinale. Par ailleurs, si la leptine n’est pas détectée au niveau des cellules épithéliales
coliques normales, les cellules épithéliales coliques inflammatoires expriment de fortes
quantités de leptine, concentrée au niveau de leur partie apicale. Ces résultats suggerent que
les cellules épithéliales coliques inflammatoires puissent constituer 1’une des principales
sources de leptine luminale chez les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales.
En outre, la leptine luminale induit P’activation du facteur de transcription NF-KB, cette
activation étant impliquée dans la pathogénese des maladies inflammatoires intestinales. In
vivo, la leptine induit également des dommages de la paroi épithéliale colique : la leptine est
considérée de ce fait comme une cytokine pro-inflammatoire au niveau du colon (Sitaraman ,
2004).

Enfin dans un modéle murin d’inflammation intestinale chronique, la réponse immunitaire au
niveau intestinal, faisant intervenir les lymphocytes T de la lamina propria, est modifiée par la

leptine. Cette derniere, agissant par I’intermédiaire du récepteur Ob-Rb exprimé a la surface
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des lymphocytes T, modifie en particulier la production de cytokines et 1’apoptose des

lymphocytes T (diminution de 1’apoptose de ces cellules) (Siegmund, 2004).

- La leptine semble également jouer un role majeur dans la pathogénese de la polyarthrite
rhumatoide. En effet, dans des modéles expérimentaux, les souris ob/ob et db/db
développent une arthrite moins sévere par rapport aux animaux sauvages et présentent des
taux diminués d’IL-1P et de TNFa dans le liquide synovial. Les souris ob/ob présentent
¢galement une diminution de la prolifération des cellules T, une diminution de la sécrétion
d’INF-y et une augmentation de la sécrétion d’IL-10. L’augmentation de la production de
leptine au cours de la polyarthrite rhumatoide est également un argument en faveur de son
implication dans la physiopathologie de cette maladie. En outre, chez les patients souffrant de
polyarthrite rhumatoide, le jeine conduit a I’amélioration des différents marqueurs cliniques
ou biologiques d’activité de la maladie, ceci étant associé a une diminution des taux de leptine
et une polarisation Th2 des réponses immunitaires. La leptine pourrait donc influencer les
mécanismes inflammatoires de D’arthrite via I’induction de réponses Thl. De plus, les
chondrocytes expriment la leptine et I’isoforme long de son récepteur. La leptine exerce un
effet synergique avec I'IFN-y et I'IL-1 sur l’induction de la NO synthase de type II,
aboutissant a la production d’oxyde nitrique, médiateur impliqué dans la plupart des
altérations inflammatoires du cartilage, incluant I’apoptose des chondrocytes et 1’activation

des métalloprotéases (Otero, 2005).

- Enfin, chez les sujets obeses, non déficients en leptine, les taux €élevés de leptine refléte
une résistance a la leptine, provoquée par une down-regulation du récepteur ObR. Ceci
pourrait conduire a une dérégulation immunitaire et a une altération de la balance Th1/Th2,
entrainant une susceptibilité aux infections et une réponse inflammatoire anormale. L’obésité
est en effet considérée comme un état pro-inflammatoire, étant associ€ée a une infiltration
progressive des tissus adipeux par des macrophages, qui sécretent des cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-6). Ces dernieres vont stimuler les adipocytes pour sécréter
davantage de leptine et de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFa (Matarese,

2005).

En conclusion, la leptine joue un role majeur dans la régulation de I’immunité, permettant de
maintenir une réponse immunitaire optimale et de protéger ainsi les individus des infections.

Néanmoins elle est également impliquée dans la physiopathologie de I’inflammation et des

23



Généralités
maladies auto-immunes. Des perspectives thérapeutiques, visant a contrecarrer 1’action
néfaste de la leptine, pourraient ainsi €tre envisagées au cours des maladies inflammatoires ou
auto-immunes. Il serait ainsi possible d’utiliser un récepteur soluble capable de se lier avec
une forte affinité a la leptine, permettant ainsi de contrdler la quantité de leptine disponible,
comme cela a été proposé afin de s’opposer aux effets néfastes du TNFa dans la polyarthrite
rhumatoide. Une autre perspective thérapeutique consisterait en I’utilisation d’anticorps
monoclonaux humanisés anti-leptine ou de mutants de leptine présentant des propriétés

antagonistes, capables de se lier au récepteur de la leptine sans I’activer (Otero, 2005).

Etat de malnutrition Sujet sain Sujet obése
Taux faibles de Taux normaux de Taux ¢élevés de leptine :
leptine leptine Résistance a la leptine
Dérégulation

Mainticen et régulation
Réponse Thl altérée d une réponse
immunitaire optimale

immunitaire
Balance Th1/Th2
altérée
. oo . . . . Susceptibilité aux infections
Susceptibilité Action sur le systéeme immunitaire,

C e - Réponse inflammatoire
aux infections dont les cellules T

anormale

Protection contre Inflammation
les infections Auto-immunité

~_"

Facteurs génétiques, environnementaux
Hormones sexuelles

Figure III. Possibles mécanismes d’action de la leptine dans la susceptibilité aux
infections et aux maladies auto-immunes. (d’aprés Matarese, 2005)

III. Le « Vasoactive Intestinal Peptide »

Le « Vasoactive Intestinal Peptide » ou VIP est un neuropeptide de 28 acides aminés,
produit par les cellules neurales et les cellules lymphoides (en particulier les cellules Th2), qui

présente une large distribution dans les systémes nerveux central et périphérique.
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1111 Structure et récepteurs

Isolé¢ en 1970 par Sami Said et Victor Mutt, le VIP appartient a une famille de 9
membres, comprenant entre autres, la sécrétine et le glucagon. Cette famille comprend par
ailleurs un peptide isolé¢ plus récemment, nommé « Pituitary adenylate cyclase-activating
peptide » (PACAP-38), qui possede un isoforme plus court, PACAP-27. Au sein de cette
famille Secrétine-Glucagon-VIP, le VIP et le PACAP présentent la plus forte homologie,
PACAP-27 présentant 67% d’homologie avec le VIP. De plus, ils agissent sur les mémes

récepteurs et partagent plusieurs propriétés biologiques (Laburthe, 2002 ; Ganea, 2002)

Les récepteurs du VIP ont été décrits au cours des années soixante-dix dans le foie, le
tissu adipeux, le pancréas exocrine et 1’épithélium intestinal. Ces récepteurs sont également
abondamment exprimés par différentes cellules cancéreuses, en particulier au cours du cancer
du colon. Les récepteurs du VIP ont par la suite été caractérisés dans la plupart des tissus, en
relation avec la distribution large de ce neuropeptide dans le cerveau et le systéme nerveux
périphérique (Laburthe, 2002).

Trois récepteurs du VIP/PACAP ont été clonés. Parmi ces trois récepteurs, deux sont
capables de lier plusieurs peptides naturels, de faible affinité, appartenant a la famille
Sécrétine-Glucagon-VIP. De plus, ils présentent une affinité trés similaire pour le VIP et le
PACAP. Ces deux récepteurs, liant le VIP et le PACAP avec la méme affinité, ont été ainsi
appelés VPAC (contraction de VIP et PACAP), respectivement VPACI et VPAC2. Par
ailleurs, un récepteur spécifique du PACAP, PACI, a été cloné en 1993. PACI lie de fagon
sélective le PACAP, présentant une affinité 300 a 1000 fois plus élevée pour le PACAP que
pour le VIP (Laburthe, 2002 ; Ganea, 2002 ; Pozo, 2003).

Trés rapidement a été mis en évidence le role de ’AMPc comme second messager
prépondérant dans I’action du VIP. Les récepteurs VPAC et PACI ont en effet une structure a
7 hélices transmembranaires, typique des récepteurs couplés a des protéines G. L’engagement
des récepteurs VPAC et PAC1 conduit a l’activation de ’adénylate cyclase puis a
I’accumulation d’AMPc, via la stimulation des sous-unités o des protéines Gs.
L’augmentation du taux d’AMPc cellulaire permet I’activation d’enzymes dépendantes de
I’AMPc, notamment la protéine kinase A (Laburthe, 2002 ; Pozo, 2003, 2004).

En outre, les récepteurs du VIP sont capables de déclencher des réponses biologiques par
le biais d’autres voies de signalisation. Ils peuvent en particulier activer la phospholipase C,
via les protéines Gai/aq, entrainant une augmentation de 1’inositol 1,4,5-triphosphate et du

calcium (Harfi, 2005).
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Ainsi, VPACI1 et VPAC2 activent principalement la voie de 1’adénylate cyclase alors que
PACI1 active a la fois ’adénylate cyclase et la phospholipase C (Pozo, 2003).

111.2 Fonctions du VIP
II1.2.1 Réle du VIP en tant que neurotransmetteur et neuromodulateur

Initialement décrit au niveau du poumon et de [Dintestin gréle comme peptide
vasodilatateur et hypotenseur, le VIP a par la suite été identifi¢ au niveau des systémes
nerveux et endocrinien, agissant comme un neurotransmetteur et un neuromodulateur
multifonctionnel. Le VIP exerce en effet un large spectre d’actions biologiques chez les
mammiferes, des effets du VIP ayant ét¢ décrits dans le tractus digestif, le systéme
cardiovasculaire, les voies aériennes, le systéme reproducteur, le syst¢tme immunitaire, les
glandes endocrines et le cerveau.

En plus de ses actions a court terme sur les sécrétions endocrines et exocrines, la
relaxation musculaire, le métabolisme, la régulation du tonus vasculaire et de la motilité
intestinale, le VIP intervient également durant le développement cérébral embryonnaire. Des
données plus récentes ont montré que le VIP jouerait également un réle dans la perception de

la douleur (Laburthe, 2002).

I11.2.2. Réle du VIP dans les réponses immunitaires

Le VIP s’est avéré étre ¢galement immunomodulateur. Le VIP, et probablement le
PACAP, est libéré au niveau des organes lymphoides par les fibres nerveuses et les cellules
immunitaires (Ganea, 2002 ; Delgado, 2003a). Les fibres nerveuses libératrices de VIP sont
en effet trouvées dans la plupart des organes lymphoides, en particulier au niveau du tractus
respiratoire et du tractus gastro-intestinal, a proximité des cellules immunitaires. En outre, les
cellules immunitaires elles-mémes, en particulier les lymphocytes T, expriment et secrétent le
VIP en réponse a différents stimuli, tels que le LPS, les cytokines ou des anticorps anti-TCR.
En particulier, le VIP est synthétis¢ et sécrété par les cellules Th2 apres stimulation

antigénique, a la fois in vivo et in vitro (Ganea, 2002 ; Pozo, 2003, 2004).

Différentes cellules du systéeme immunitaire expriment a leur surface les récepteurs pour
le VIP/PACAP, cette expression pouvant étre modulée au cours de la différenciation ou de
I’activation cellulaire. Ainsi des macrophages péritonéaux murins expriment VPACI et PAC1
de fagon constitutive et VPAC2 apres stimulation par le LPS. Les lymphocytes T expriment
quant a eux VPACI1 et VPAC2 (mais pas PAC1), ’expression de VPACI1 étant constitutive,

celle de VPAC2 inductible. En effet, les cellules T non stimulées expriment de fagon
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marginale VPAC2, cette expression étant augmentée apres stimulation du TCR ou exposition
aux cytokines. Par ailleurs, ’expression de VPACI est diminuée a la surface des cellules T

stimulées, suggérant un role essentiel de VPAC2 pour médier les effets du VIP sur les cellules

T activées (Ganea, 2002 ; Pozo, 2003 ; Delgado, 2003a).

I11.2.2.1. Effet du VIP sur les lymphocytes T
- Plusieurs auteurs ont rapporté un effet inhibiteur du VIP sur la production d’IL-2 et

donc sur la prolifération des cellules T aprés exposition a 1’antigéne (Ganea, 2002).

- Le VIP et le PACAP exercent par ailleurs un effet sur la différentiation des cellules T
CD4", inhibant les réponses Th1 et induisant des réponses Th2, a la fois in vitro et in vivo.
Ainsi, des macrophages ou des cellules dendritiques traités in vitro par du VIP ou du PACAP
acquierent I’aptitude a induire la production de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5) et inhibent
parallelement la production des cytokines de type Thl (IFN-y, IL-2) dans des lymphocytes T
CD4" stimulés par un antigéne. De plus, I’administration in vivo de VIP ou de PACAP chez
une souris immunisée induit une diminution du nombre de cellules Thl et une augmentation
du nombre de cellules Th2 (Ganea, 2002 ; Pozo, 2004). Par ailleurs, des souris transgéniques,
exprimant de fagon constitutive VPAC2 a la surface des lymphocytes T CD4" a des taux
comparables a ceux de cellules normales apres stimulation maximale du TCR produisent
davantage de cytokines de type Th2 que de cytokines de type Thl. Elles présentent ¢galement
des taux ¢élevés d’IgE et de polynucléaires éosinophiles et développent des réactions
allergiques cutanées. A 1’inverse, chez des souris knockout VPAC2/, I’activation des cellules
T conduit a une production plus importante de cytokines de type Thl, conduisant a des
réactions d’hypersensibilité retardée augmentées et a une diminution des réactions
d’hypersensibilité de type I (Pozo, 2003 ; Delgado, 2003a).

Plusieurs mécanismes non exclusifs permettent d’expliquer la polarisation Th2 des
réponses immunitaires induite par le VIP/PACAP (Ganea, 2002 ; Delgado, 2003a ; Pozo,
2004).

v" Action sur les cellules présentatrices d’antigéne : la différenciation en effecteurs Th2
dépend beaucoup plus de I’expression de molécules de co-stimulation de la famille
B7 que la différenciation Thl. Le VIP, en augmentant I’expression de B7-2 a la
surface des macrophages non stimulés et des cellules dendritiques immatures, induit
une polarisation Th2 des réponses immunitaires.

v’ Action sur les effecteurs Th1/Th2 : La majorité des cellules effectrices Thl et Th2

sont éliminées en fin de réponse immunitaire par apoptose médié¢e par Fas/FasL
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(processus d’AICD ou « antigen-induced cell death », mort cellulaire induite par
I’antigéne), avec survie de quelques cellules T mémoires. Le VIP favorise la survie
préférentielle des effecteurs Th2 par rapport aux effecteurs Thl.

v Action sur les macrophages activés : le VIP et le PACAP inhibent la production
d’IL-12 par les macrophages activés. L’IL-12 jouant un role déterminant dans la
différentiation Th1l, une diminution de la production de cette cytokine participe a la
différentiation Th2.

v Action sur les chimiokines spécifiques Th1/Th2 : IP10 (IFN-y induced-protein 10,
CXCL10) et MDC (macrophage-derived chemokine, CCL22) sont des chimiokines
dérivées des macrophages et des cellules dendritiques qui attirent de facon
spécifique les cellules Thl et Th2 respectivement. Le VIP inhibe la production
d’IP10 et stimule la production de MDC, favorisant la chimioattraction des cellules
Th2 vers le site de présentation antigenique.

v Enfin, le VIP pourrait agir directement sur les lymphocytes T CD4" et polariser la
différenciation Th1/Th2 vers le type Th2 en stimulant ’expression des facteurs de
transcription Th2 (notamment GATA3) et en inhibant 1I’expression de T-bet, facteur

de transcription Thl.

- Le VIP exerce enfin un effet sur la cytotoxicité des lymphocytes T. En effet, les
lymphocytes T CDS8" cytotoxiques détruisent leurs cibles par deux mécanismes: un
mécanisme dépendant du calcium, médié par la perforine et les granzymes, et un mécanisme
calcium indépendant, médi¢ le systéme Fas/FasL. Les cellules T CD4+ possédent également
une activité cytotoxique, détruisant leurs cibles via les interactions Fas/FasL. Le VIP et le
PACAP n’affectent pas la cytotoxicit¢ médiée par le systéme perforine/granzymes mais
inhibent la cytotoxicit¢ des lymphocytes T CD4" et CD8" médiée par Fas/FasL, cette
inhibition résultant d’une diminution de 1’expression de FasL a la surface des cellules T

cytotoxiques (Ganea, 2002).

I11.2.2.2. Propriétés anti-inflammatoires du VIP
Le VIP a clairement été identifié ces derni€res années comme un facteur anti-

inflammatoire. Le macrophage activé constitue 1’'une des cibles principales du VIP, ce

dernier exergant son rdle de « facteur désactivant les macrophages » de plusieurs fagons :
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- Le VIP et le PACAP inhibent plusieurs fonctions des macrophages, telles la
phagocytose, I’explosion oxydative et le chimotactisme (Delgado, 1999a).

- Ils inhibent également la production par les macrophages activés de cytokines pro-
inflammatoires, telles que le TNFa, I’IL-6 et I'IL-12 (Delgado, 1999b). Par ailleurs, le VIP et
le PACAP inhibent la production de monoxyde d’azote (NO), par inhibition de la NO
synthase inductible (Delgado, 1999a). A D'inverse, ils augmentent la production d’IL-10,
cytokine anti-inflammatoire. L effet du VIP sur la production de TNFa, d’IL-12, d’IL-10 et
de NO est principalement médi¢ par le récepteur VPACI1, VPAC2 intervenant dans une
moindre mesure. L’inhibition de la production d’IL-6 est quant a elle médiée par le récepteur
PACI (Ganea, 2002 ; Pozo, 2003).

- Le VIP et le PACAP modulent également la production par les macrophages de
différentes chimiokines. Ils inhibent en effet 1’expression de deux chimiokines CXC (MIP-2
et IL-8), chimioattractantes pour les PN, et de quatre chimiokines CC [MIP-1a, MIP-1(3,
MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) et RANTES], chimioattractantes pour les
monocytes/macrophages et les lymphocytes T. Cette inhibition est médiée par le récepteur
VPACI1 (Pozo, 2003). Par ailleurs, I’administration intrapéritonéale de VIP ou de PACAP
dans un mode¢le de péritonite aigué conduit a une diminution significative du recrutement des
PN, des macrophages et des lymphocytes T dans la cavité péritonéale (Ganea, 2002).

- Enfin, le VIP et le PACAP régulent I’expression des molécules de co-stimulation B7 a
la surface des macrophages. Cette régulation s’exerce de facon différente selon que le
macrophage est au repos ou est activé. Ainsi, sur les macrophages non stimulés, le VIP et le
PACAP augmentent I’expression de la molécule B7-2, sans affecter celle de la molécule B7-
1, Paugmentation de I’expression de la molécule B7-2 intervenant dans la polarisation Th2
des réponses immunitaires. Au contraire, le VIP et le PACAP inhibent ’expression des
molécules de co-stimulation B7.1/B7.2 a la surface des macrophages activés, inhibant leur

activité stimulatrice sur les lymphocytes T activés (Ganea, 2002).

La plupart des études réalisées sur macrophages activées ont donc conduit a considérer le
PACAP comme un facteur anti-inflammatoire ou « peptide désactivant les macrophages »,
ceci de facon identique au VIP. Néanmoins, certaines ¢tudes ont mis en évidence un effet
pro-inflammatoire du PACAP. Ainsi, le PACAP augmente la phagocytose et la production
d’anion superoxide par des macrophages murins non stimulés (Delgado, 1996). De plus, il
augmente la production par ces cellules d’IL-6 (Martinez, 1998), cet effet impliquant le
récepteur VPACI.
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Une ¢étude récente a par ailleurs montré que le PACAP agissait comme une molécule pro-
inflammatoire sur les monocytes humains. En effet, le PACAP induit des changements
cytoplasmiques et phénotypiques caractéristiques de 1’activation des monocytes, avec une

augmentation de la production de FRO et une augmentation de 1I’expression de CD11b/CD18

et de CD35 (El Zein, 2006).
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Figure IV. Schéma récapitulatif sur les principales fonctions du VIP.

111. 3 Role potentiel du VIP en tant qu’agent thérapeutique au cours de certaines
maladies inflammatoires et auto-immunes.
De par ses propriétés anti-inflammatoires, le VIP pourrait présenter un intérét clinique dans le
traitement de certaines maladies inflammatoires ou certaines maladies auto-immunes.
» Intérét thérapeutique du VIP dans la polyarthrite rhumatoide
Dans des modeles murins d’arthrite induite par le collagéne, un traitement par le VIP diminue
la fréquence, retarde la survenue et réduit la sévérité¢ de la maladie (Pozo, 2003). L’effet du
VIP est associé a une diminution de la réponse auto-immune et de la réponse inflammatoire.
On observe en effet une diminution du taux des auto-anticorps anti-collagéne, en réponse a

une diminution de la réponse cellulaire T spécifique du collagéne. De plus, le VIP diminue la
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production de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires dans les articulations inflammées par
les cellules synoviales, incluant le TNFa, I'IL-6, I'IL-1p, I'IL-12, I'IL-18, le NO et
différentes chimiokines (RANTES, MIP-1a, MIP-13). Par ailleurs, les taux de VIP sont
augmentés dans le sérum et les articulations de souris arthritiques durant le développement de
la maladie. Ainsi, le VIP peut étre considéré comme un facteur antiarthritique endogéne,

activé en réponse a des situations auto-immunes ou inflammatoires afin de contre-balancer les

effets des médiateurs inflammatoires (Pozo, 2004).

» Intérét thérapeutique du VIP dans la maladie de Crohn

Dans un modéle murin de maladie de Crohn, induite par I’administration intra-rectale d’acide
trinitrobenzéne sulfonique, [’administration de VIP réduit la sévérité clinique et
histopathologique de la maladie, diminuant la perte de poids, les diarrhées et I’inflammation
intestinale. Cet effet, observé aux différents stades de la maladie, s’explique par une down
régulation de la production de différents médiateurs pro-inflammatoires (TNFa, IL-6, IL-1[3,
IL-12, MIP-1a, MCP-1), conduisant a une diminution de I’inflammation et a une diminution
de linfiltration de PN, de macrophages et de lymphocytes T CD4" dans la lamina propria
(Pozo, 2004).

» Intérét thérapeutique du VIP dans les maladies neurodégénératives
Le VIP agit comme un facteur désactivateur de la microglie, capable de prévenir la neuro-
dégénérescence induite par I’inflammation. En effet, la microglie cérébrale est impliquée dans
la surveillance immunitaire et la défense de I’hote contre les agents infectieux. Cependant, en
réponse a une agression, une infection ou a I’'inflammation, la microglie est activée. En
particulier, plusieurs maladies neurodégénératives, telles que la maladie de Parkinson, la
sclérose en plaque ou la maladie d’Alzheimer, sont caractérisées par une activation de la
microglie ; cette activation pathologique pourrait contribuer aux dommages progressifs
observés au cours de ces maladies neurodégénératives, via le relargage de facteurs pro-
inflammatoires et/ou cytotoxiques, tels que des cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-6,
IL-12), le NO ou des formes réactives de 1’oxygéne. Dans des conditions inflammatoires, le
VIP est capable de prévenir la neurodégénérescence et I’activation de la microglie a la fois in
vitro et in vivo. Cet effet neuroprotecteur du VIP passe par une inhibition de la production des
facteurs pro-inflammatoires dérivés de la microglie (TNFa, IL-1[3, NO) (Delgado, 2003b). Le
VIP pourrait de ce fait avoir un intérét thérapeutique, d’une part dans certaines maladies

cérébrales ou la réponse inflammatoire joue un role majeur dans la neurodégénérescence et
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d’autre part, au cours des traumatismes cérébraux ou l’on observe précocement une
augmentation du taux de cytokines pro-inflammatoires ; dans ce dernier cadre, le VIP prévient

la mort des cellules neuronales en réduisant la réponse inflammatoire de la microglie (Pozo,

2004).

» Effet du VIP au cours des chocs septiques

In vivo, le VIP et le PACAP exercent un effet protecteur dans des modeles murins de chocs
septiques. Les animaux traités par le VIP ne présentent pas les caractéristiques
histopathologiques associées au choc septique, telles qu’une CIVD, une infiltration
leucocytaire et une inflammation de différents organes... Cet effet protecteur s’explique en
partie par I’inhibition de la production de facteurs pro-inflammatoires tels que le TNFa, 1I’IL-
6, ’'IL-12 et le NO ainsi que par I’augmentation de la production d’IL-10 (Pozo, 2004). Des
données récentes ont montré que ’action inhibitrice du VIP sur I’infiltration des PN dans les
organes cibles, I’expression de molécules d’adhérence ICAM-1 et VCAM-1 par les cellules
endothéliales ou la synthése de fibrinogéne était médiée par le récepteur PAC1 (Martinez,
2005).

De plus, I’effet inhibiteur du VIP sur la production de chimiokines proinflammatoires
interviendrait également dans son action préventive sur les chocs endotoxiques. Enfin, I’effet
protecteur du VIP pourrait étre médié par la régulation des taux sériques de certaines
hormones comme 1’adrénaline ou le cortisol, qui controlent les constantes hémodynamiques

(Pozo, 2004).

IV. Effets de la leptine et du VIP sur les fonctions des PN : études antérieures

Le récepteur de la leptine a ét¢ récemment mis en évidence a la surface des PN. Cette
expression a été décrite a la fois sur PN isolés et dans des conditions de sang total, par
immunohistochimie (Caldefie-Chezet, 2001), immunofluorescence (Bruno, 2005) ou
cytométrie en flux (Zarkesh-Esfahani, 2001, 2004). Néanmoins, la proportion de PN
exprimant a leur surface le récepteur de la leptine était plus élevée sur PN isolés que dans les
conditions de sang total (46 + 2,8% versus 12 + 4 % respectivement), ceci pouvant
s’expliquer par les procédures d’isolement des PN qui modifient I’expression des récepteurs a
la surface des PN (Zarkesh-Esfahani, 2001, 2004). En outre, a la différence des monocytes,

qui expriment a la fois les isoformes courts et long des récepteurs de la leptine, les PN
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expriment seulement I’isoforme court Ob-Ra a leur surface (Zarkesh-Esfahani, 2004 ;

Bruno, 2005).

De méme, les récepteurs du VIP/PACAP ont été récemment mis en évidence a la surface
des PN. Néanmoins, le récepteur VPAC1 a été trouvé comme étant le seul récepteur
exprimé par les PN, ceci par RT-PCR puis immunoblot (Harfi, 2004). Par la suite des
techniques d’immunohistochimie, d’immunofluorescence et de cytométrie en flux ont

démontré 1’expression du récepteur VPACI a la membrane des PN (Harfi, 2005).

Toutefois, peu d’auteurs se sont intéressés aux effets de ces neuropeptides sur les

fonctions des PN et les résultats rapportés sont controversés.

1V. 1 Effets de la leptine sur les fonctions des PN
IV.1.1. Expression des molécules d’adhérence

Il a été récemment rapporté que la leptine augmentait I’expression de la 32 intégrine
CD11b/CD18 a la surface des PN (Zarkesh-Esfahani, 2004). Différents arguments ont
permis de montrer que cet effet activateur de la leptine était indirect, médié en grande partie
par le TNFa sécrété par les monocytes. En effet, dans des conditions de sang total, une
incubation de 90 minutes en présence de leptine conduit & une augmentation de I’expression
de CD11b a la surface des PN, de facon dose dépendante, cette expression ayant été mesurée
par cytométrie en flux. Cet effet activateur n’était pas retrouvé sur PN isolés, pouvant
suggérer un effet indirect de la leptine. Par ailleurs, I’effet modulateur observé dans les
conditions de sang total était en partie neutralisé par un récepteur soluble du TNFa. Enfin,
I’addition de monocytes purifiés a des PN isolés permettait de restaurer I’effet de la leptine
sur I’expression de CD11b, indiquant que la leptine pouvait influencer 1’état d’activation des
PN du sang périphérique via sa capacité a induire la sécrétion de TNFa par les monocytes.

D’autres auteurs ont confirmé 1’absence d’effet direct de la leptine sur 1’expression de la

molécule CD11b a la surface des PN, ces études ayant été réalisées sur PN isolés (Ottonello,

2004).

IV.1.2. Chimiotactisme
La leptine exerce un effet chimio-attractant vis a vis des PN. En effet, par une mesure
du chimiotactisme en gel d’agarose, la leptine, aprés 90 minutes d’incubation a 37°C sous 5%
de CO,, augmente la migration des PN. L’effet chimio-attractant de la leptine est comparable

a celui du fMLP, agent connu pour ses propriétés chimio-attractantes, la leptine reproduisant
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environ 90% de l’effet du fMLP (Caldefie-Chezet, 2003). Des résultats similaires ont été
obtenus par utilisation de chambres de migration, la leptine présentant, aprés 45 minutes

d’incubation a 37°C, un effet chimio-attractant vis a vis des PN, néanmoins inférieur a celui

du fMLP (Ottonello, 2004).

De plus, certains auteurs ont rapporté¢ un effet potentialisateur de la leptine sur le
chimiotactisme des PN induit par le fMLP. Ainsi, la pré-incubation de PN pendant 180
minutes en présence de leptine conduit a une augmentation du chimiotactisme vis a vis du
fMLP (Caldefie-Chezet, 2003).

A Tinverse, d’autres auteurs rapportent un effet inhibiteur de la leptine sur la
migration des PN en réponse a différents chimio-attractants, tels que le fMLP, le C5a ou
I’IL-8. En effet, la présence de leptine dans le compartiment supérieur d’une chambre de
migration inhibe, de facon dose dépendante, la migration des PN en réponse a différents
chimio-attractants situés dans le compartiment inférieur. La leptine se comporterait donc
comme une chimiokine, capable de stimuler la migration des PN et de désensibiliser les
cellules a la stimulation par d’autres chimio-attractants (Ottonello, 2004). Cette méme étude a
par ailleurs montré que le sérum de patients atteints d’insuffisance rénale chronique, qui
présentent des taux sériques ¢€levés de leptine, inhibait la migration de PN normaux en
réponse au fMLP, observant une corrélation inverse entre les taux sériques de leptine et la
migration des PN. De plus, I’activité inhibitrice de ces sérums sur la migration des PN était
prévenue apres immuno-déplétion de la leptine. L’activité inhibitrice exercée par le sérum de
patients atteints d’insuffisance rénale chronique sur le chimiotactisme des PN serait donc
médiée par la leptine et pourrait contribuer a la susceptibilité élevée aux infections observée

chez ces patients (Ottonello, 2004).

IV.1.3. Phagocytose

Alors que de nombreux auteurs s’accordent a décrire 1’effet potentialisateur de la leptine
sur la phagocytose des macrophages, peu de données ont été rapportées en ce qui concerne
I’effet sur la phagocytose des PN.

Ainsi, Moore et al ont suggéré que la leptine augmentait la phagocytose des PN. En
effet, les PN de souris ob/ob, déficientes en leptine, ont une capacité altérée a phagocyter des
bactéries Klebsiella pnemoniae opsonisées (Moore, 2003). Apres 30 minutes d’incubation des
PN en présence de bactéries opsonisées, ¢limination par lavage des bactéries extracellulaires
puis coloration, la phagocytose des PN a ¢été¢ évaluée par détermination au microscope du

nombre de bactéries internalisées pour 100 cellules: la phagocytose des PN de souris
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déficientes en leptine était ainsi environ 40% inférieure a celle des PN de souris sauvages. Par
ailleurs, la phagocytose par les PN de souris déficientes en leptine de Klebsiella pneumoniae
¢tait restaurée par I’administration de leptine exogene, a la fois in vivo (injection intra-

péritonéale de leptine recombinante aux souris ob/ob) et in vitro (culture des PN de ces souris

en présence de leptine).

IV.1.4. Explosion oxydative

La leptine exerce un effet direct sur I’explosion oxydative des PN. En effet, la
stimulation de PN humains par la leptine conduit a une augmentation de la production de
FRO. Cet effet activateur de la leptine a été observé apres 3 heures d’incubation des PN isolés
en présence de leptine, I’explosion oxydative ayant été étudiée par la technique de
chimioluminescence (Caldefie-Chezet, 2001). Ces mémes auteurs ont obtenu des résultats
similaires en utilisant la technique d’oxydation de la dichlorofluorescine en cytométrie en flux
(Caldefie-Chezet, 2003). En outre, ils ont montré, par cette technique, que la leptine ne

modifiait pas la production de FRO par des PN stimulés par le PMA (Caldefie-Chezet, 2003).

IV.1.5. Apoptose

Une étude récente rapporte un effet anti-apoptotique de la leptine sur les PN, cet effet
anti-apoptotique de la leptine ayant été observé sur PN isolés. En effet, en mesurant la mort
cellulaire par captation du bromure d’éthidium en cytométrie en flux, la leptine, aprés 24
heures d’incubation, inhibe la mort des PN de fagon dose dépendante. Cet effet de la leptine
sur la mort cellulaire était 1i¢ a I’inhibition de 1’apoptose, la leptine diminuant la redistribution
de la phosphatidylsérine, caractéristique des cellules apoptotiques, et diminuant la
fragmentation de I’ADN. L’analyse des événements intracellulaires a révélé que la leptine
activait les voies de signalisation PI3K et MAPK, conduisant a une inhibition de la voie

mitochondriale de 1’apoptose (Bruno, 2005).

1V. 2. Effets du VIP et du PACAP sur les fonctions des PN
IV.2.1. Expression des molécules d’adhérence
Certains auteurs ont montré par cytométriec en flux I’absence d’effet du VIP sur
I’expression, a la surface de PN isolés, du CD11b, présent dans les granulations spécifiques.
(Kinhult , 2002). Parallelement, cette étude n’a montré aucune modification de I’expression
des molécules CD63 et CD66b, présentes respectivement dans les granulations azurophiles et

spécifiques.
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A D'inverse, I’expression de ces molécules —CD11b, CD63, CD66b- est augmentée a la
surface des PN sous I’effet du PACAP, aprés 20 minutes d’incubation (Kinhult, 2002).
D’autres auteurs ont confirmé cet effet du PACAP : I’effet du PACAP sur I’expression du
CD11b a la surface des PN a été observé a la fois sur PN isolés et purifiés, étant maximal
aprés 60 minutes d’incubation, et dans des conditions de sang total (Harfi, 2004). Ces
observations indiquent que le PACAP pourrait activer les PN, par une voie non partagée par
le VIP : des travaux récents ont en effet mis en évidence que I’augmentation de 1’expression
de CDI11b a la surface des PN induite par le PACAP faisait intervenir le récepteur Formyl
Peptide Receptor-Like 1 (FPRL1), trés récemment identifié comme un récepteur spécifique de

PACAP 27 (Kim, 2006).

IV.2.2. Chimiotactisme

Des premiers travaux ont rapporté I’absence d’effet direct du VIP sur le chimiotactisme
des PN, le chimiotactisme ayant ét¢ mesuré¢ a I’aide de chambres de migration, aprés 3 heures
d’incubation. En outre, un prétraitement des PN par le VIP n’exercait pas d’effet inhibiteur
sur la migration des PN induite par un agent chimio-attractant tel que le fMLP, le LTB4 ou le
PAF (Carolan, 1993). D’autres auteurs ont par ailleurs mis en évidence un effet variable du
VIP sur la migration des PN selon la concentration de VIP utilisée : effet inhibiteur pour des
concentrations de 10° a 10° M, effet stimulant pour des concentrations plus faibles (10"°-10"

M) (Bondesson, 1991).

D’autres études, réalisées ultérieurement, ont conduit a des résultats opposés. Ainsi, un
effet inhibiteur du VIP et du PACAP 38 sur le chimiotactisme des PN induit par le
fMLP a pu étre montré par utilisation de chambre de migration, le VIP et le PACAP ayant été
ajoutés a la suspension de PN dans le compartiment supérieur de la chambre et le
chimiotactisme ayant ét¢ mesuré aprés 20 minutes d’incubation. De plus, par cette méme
technique, le VIP et le PACAP 38 exercent un effet inhibiteur sur la migration spontanée des
PN (Kinhult, 2001). Par ailleurs, cet effet inhibiteur du VIP sur le chimiotactisme des PN a
été retrouvé in vivo. En effet, ’administration locale ou systémique d’un analogue du VIP
chez le rat inhibe le recrutement des PN induit par I’IL-1[3 dans les voies aériennes in vivo, un
nombre plus faible de PN dans le LBA étant observé par rapport aux animaux non traités

(Sergejeva, 2004).

36



Généralités
A T’inverse, une étude récente a montré, par étude du chimiotactisme en chambre de

migration, que le PACAP 27, aprés 2 heures d’incubation, stimulait le chimiotactisme des PN,

cet effet activateur étant médié par le récepteur FPRL1 (Kim, 2006)

IV.2.3. Explosion oxydative

Certains auteurs ont rapporté un effet de « priming » exercé par le VIP sur I’explosion
oxydative des PN en réponse au PMA et au fMLP. En effet, la pré-incubation de PN
pendant 2 minutes en présence de VIP, suivie de la stimulation par le PMA ou le fMLP,
conduisait a une augmentation de la production de FRO (mesurée par chimioluminescence et
réduction du cytochrome C). Par ailleurs, le VIP n’exercait pas d’effet direct sur I’explosion
oxydative des PN (Pedrera, 1994 ; Lopez-Gonzalez, 1994). D’autres auteurs ont au contraire
montré un effet inhibiteur du VIP sur la production d’anion superoxide par les PN
stimulés par le fMLP, cette production ayant été mesurée par chimioluminescence en
utilisant comme sonde le MCLA (2-methyl-6-[p-methoxyphenyl]-3,7-dihydroimidazo[1,2-
a]pyrazin-3-one) (Kurosawa, 1993).

Le PACAP ne posséde pas d’effet direct sur I’explosion oxydative des PN mais exerce un
effet de priming sur I’explosion oxydative des PN en réponse au fMLP : en effet, le
prétraitement des PN par le PACAP pendant 5 minutes augmente la chimioluminescence de
PN stimulés par le fMLP. Le PACAP est par ailleurs capable de mobiliser les différents types
de granules présents dans le PN : il augmente en effet le relargage de lactoferrine (contenue
dans les granules spécifiques), de Metalloproteinase 9 (contenue dans les granules gélatinase),
et exerce un effet de priming sur le relargage d’élastase (contenue dans les granules
azurophiles) en réponse au fMLP: le PACAP agirait donc comme une molécule pro-

inflammatoire sur les PN (Harfi, 2004, 2005).

IV.2.4. Apoptose
Peu d’études se sont intéressées aux effets du VIP sur I’apoptose des PN. L une de ces
¢tudes, analysant 1’apoptose par mesure de la liaison de I’annexine V en cytométrie en flux et

par étude de la caspase 3 ont conclu a I’absence d’effet du VIP sur I’apoptose des PN

(Djanani, 2002).

En conclusion et d’une facon générale, il semble que la leptine et le PACAP exercent des

effets proinflammatoires sur le PN alors que le VIP n’exerce aucune action. Toutefois,
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certains résultats rapportés dans la littérature sont contradictoires. Ceci pourrait étre li¢ au fait
que la majorité de ces travaux ont été réalisés a partir de PN isolés de leur environnement
circulant par différentes techniques, susceptibles d’activer les PN, modifiant de ce fait les

réponses cellulaires ultérieures.
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MATERIELS ET METHODES

I.Echantillons sanguins

Les échantillons de sang périphérique ont été prélevés sur héparinate de lithium chez des
sujets volontaires sains, n’ayant pas recu de traitement antibiotique ou anti-inflammatoire
dans les quinze jours précédant le prélévement, ceux-ci étant susceptibles de moduler les

fonctions des PN. Les échantillons ont été placés immédiatement dans la glace.

IL.Isolement et purification des polynucléaires neutrophiles

11.1. Isolement des polynucléaires neutrophiles

Les leucocytes ont été isolés par sédimentation simple sur dextran a 2% dans du NaCl
isotonique. Apres avoir été mélangé a un volume égal de dextran, le sang est mis a sédimenter
pendant 20 a 40 minutes a température ambiante, temps correspondant a la vitesse moyenne
de sédimentation des globules rouges.

Le surnageant riche en leucocytes est ensuite préleveé, déposé délicatement sur un coussin
de Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences) de volume égal au tiers du sien et centrifugé
pendant 25 minutes a 1800 tours par minute (TPM) a température ambiante. Apres retrait du
plasma et du ficoll, le culot de PN et de globules rouges est remis en suspension. Les hématies
sont alors lysées par addition d’eau distillée pendant 20 secondes, 1’isotonicité étant restaurée
par addition de NaCl a 18g/l. Apres lavage en tampon phosphate (PBS) stérile, les PN sont
centrifugés, remis en suspension dans 1 ml de PBS puis comptés au Sysmex XE (société

Roche®). La suspension de PN est alors ajustée a 10’PN/ml dans du PBS et conservée a 4°C.

11.2. Purification des polynucléaires neutrophiles

Cette purification est effectuée par sélection négative a 1’aide de billes magnétiques
conjuguées a un anticorps monoclonal murin anti-HLA-DR (Miltenyi Biotec®), afin
d’éliminer les cellules résiduelles exprimant HLA-DR, a savoir les lymphocytes B, les
lymphocytes T activés et les monocytes.

Les PN, remis en suspension dans du tampon PBS contenant 0,5% d’albumine humaine
(HSA), sont incubés pendant 15 minutes a 4°C avec les microbilles anti-HLA-DR. Apres
lavage en PBS-HSA 0,5% et centrifugation 10 minutes a 1200 TPM, les cellules (jusqu’a 10%)
sont remises en suspension dans 500ul de tampon. La séparation magnétique des cellules

HLA-DR+ et des cellules HLA-DR- est alors effectuée en appliquant la suspension cellulaire
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sur une colonne MACS®, placée sur un aimant, puis en ringant la colonne par le tampon. Les
cellules HLA-DR+ sont retenues sur la colonne alors que les cellules non marquées sont
recueillies dans un tube stérile. Cette fraction cellulaire, déplétée en cellules HLA-DR+,
comprend moins de 0,5% de monocytes et plus de 99% de PN, comme ceci a été vérifi¢ par
cytométrie en flux. La suspension de PN est alors ajustée a 10°PN/ml puis conservée dans la

glace.

I11. Exploration fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles

1I1.1. Traitement des échantillons

Certains échantillons (sang total ou PN isolés a 10°ml) ont été conservés a 4°C afin
d’évaluer 1’état basal des PN ; d’autres ont été incubés a 37°C sous agitation horizontale en
présence de PBS (controle),ou en présence de leptine ou de VIP selon les conditions
suivantes:
Condition A : 15 a 120 minutes en présence de leptine (Tebu-bio, concentration finale : 5 a
10000 ng/ml) ou de VIP (Neosystem, concentration finale : 10" a 5.10° M) (étude de Ieffet
direct).
Condition B : 15 a 120 minutes en présence de leptine (5 a 10000 ng/ml) ou de VIP (10" a
5.10° M) puis 5 minutes en présence de fMLP (Sigma, 10° M) (étude de I’effet de priming).
Condition C : 15 minutes en présence de VIP (10" a4 5.10° M) puis 45 minutes en présence
de TNFa (R&D Systems, 5 ng/ml) (étude de 1’effet modulateur sur I’action du TNFa).
Condition D : 15 minutes en présence de VIP (10" a 5.10° M), puis 30 minutes en présence
de TNFa (5ng/ml), puis 5 minutes en présence de fMLP (10° M) (étude de I’effet modulateur
sur I’action du TNFQ).
Condition E : 15 minutes en présence d’anticorps neutralisants anti-IL-8 (R&D Systems,
5pg/ml) ou anti-TNFa (Becton-Dickinson, 10pg/ml) puis incubation pendant 45 minutes en
présence de leptine (10000 ng/ml) (étude de I’implication de I’IL-8 ou du TNFa dans I’effet
de la leptine)

II1.2. Etude de I’expression de la L-sélectine et du CD11b a la surface des PN
II1.2.1. Principe
L’utilisation d’anticorps monoclonaux, dirigés contre CD62L et CD11b et couplés a
différents fluorochromes, permet d’étudier par cytométrie en flux 1’expression de ces

molécules a la surface des PN.
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I11.2.2. Technique
Les échantillons ont été conservés a 4°C ou incubés en présence de PBS, de leptine ou de

VIP, selon les conditions A, en présence de VIP puis de TNF, selon les conditions C ou en

présence d’anticorps neutralisants anti-IL-8 ou anti- TNFa puis de leptine selon les conditions

E. Enfin, un contrdle positif a été effectué en présence de TNFa (5 ng/ml), dont I’effet

modulateur sur I’expression des molécules d’adhérence a la surface des PN a précédemment

¢été rapporté (Elbim, 1995).

Puis, 100ul de chaque échantillon sont incubés pendant 30 minutes, a 4°C et a I’obscurité
en présence des anticorps monoclonaux dirigés contre les molécules d’adhérence étudiées :

» Anticorps monoclonal murin anti-CD62L humain, purifié¢, non marqué (Becton
Dickinson), révélé par incubation pendant 30 minutes a 4°C avec un anticorps de chévre
anti-immunoglobulines de souris, conjugué¢ a la fluorescéine (GAM/FITC, Nordic
Immunology). Un nouveau lavage en présence de PBS est alors effectué.

» Anticorps monoclonal murin anti-CD11b humain, conjugué a la phycoérythrine (Dako)
Des tubes controles ont été effectués en présence d’isotypes contrdles afin d’évaluer la

fixation non spécifique des anticorps.

Apres incubation en présence des différents anticorps, les échantillons de PN isolés, apres
un lavage en présence de PBS-HSA 0,5%, sont remis en suspension dans 500ul de

formaldéhyde et conservés avant analyse a 4°C. Les échantillons de sang total sont quant a

eux préparés pour la lecture au cytométre. (cf paragraphe /11.4)

111.3. Etude de [’explosion oxydative des PN
I11.3.1. Principe

L’explosion oxydative des PN a été mesurée, dans le sang total, par cytométrie en flux
par la technique d’oxydation de I’hydroéthidine (Rothe, 1990). La dihydroéthidine (DHE) est
un composé non fluorescent qui diffuse rapidement a I’intérieur des cellules. En présence
d’anion superoxyde O,", métabolite primaire produit par la NADPH oxydase activée, la DHE
est oxydée en éthidium (E"), composé hautement fluorescent, qui émet a 580 nm
(fluorescence orange) aprés excitation a 488 nm. L’éthidium est séquestré dans le noyau par
intercalation dans I’ADN, conduisant a une augmentation de la fluorescence, reli¢e
linéairement a I’intensité de la production des FRO.

Des expériences préliminaires ont montré que dans des conditions de sang total, un
stimulus isolé (cytokine ou formyl peptide) n’avait pas d’effet direct sur la production de
FRO. 1II est nécessaire d’amorcer ou « primer » les PN en présence d’un premier agoniste, tel

que le TNFa, afin de déclencher une réponse ultérieure aux formyl peptides (Elbim, 1994) .
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I11.3.2. Technique

Les échantillons de sang total (500 pl) ont été incubés en présence 5 ul de DHE (Fluka,
concentration finale : 1500 ng/ml) pendant 15 minutes a 37°C sous agitation horizontale.
Apres charge par la DHE, les échantillons ont été incubés en présence des différents agonistes
selon les conditions A (effet direct de la leptine ou du VIP) ou les conditions B (effet

d’amorcage de la leptine ou du VIP sur la réponse induite par le fMLP).
D’autre part, afin d’étudier I’effet du traitement par le VIP sur ’amorcage de 1’explosion
oxydative par le TNFa en réponse au fMLP, les échantillons ont été incubés en présence de

VIP puis traités par le TNF, avant d’étre stimulés par le fMLP, selon les conditions D.

111.4. Préparation des échantillons de sang total avant lecture au cytométre de flux

Une lyse des érythrocytes est effectuée par addition de solution de lyse (FACS lysing
solution, Becton Dickinson). Aprés centrifugation 5 minutes a 1500 TPM a température
ambiante puis retrait du surnageant, les leucocytes sont remis en suspension dans une solution
de formaldéhyde a 1% dans de 1’isoton. Les échantillons sont alors conservés a 4°C jusqu’a

leur analyse, effectuée le plus rapidement possible.

IV.Etude de ’apoptose des PN
1V.1. Marquage par l’annexine V et la 7 Amino Actinomycine D
IV.1.1. Principe

Un des évenements clés de D’apoptose précoce consiste en la translocation de la
phosphatidylsérine depuis la face interne de la membrane plasmique vers sa surface externe.
Ce phénomene peut étre détecté a I’aide d’annexine V, protéine ayant la propriété biologique
de se lier, de facon calcium-dépendante, aux phospholipides. Elle présente en effet une forte
affinité pour les phospholipides chargés négativement, tels que la phosphatidylsérine, et peut
étre conjuguée a différents fluorochromes, sans modification de ses propriétés de liaison aux
phospholipides.

Ce phénomeéne de translocation survient précocement au cours de I’apoptose, alors que la
membrane cellulaire est encore intacte, permettant ainsi 1’exclusion de colorants vitaux. La
nécrose et 1’apoptose tardive sont au contraire caractérisées par une perte de I’intégrité
membranaire. Ainsi, un double marquage avec de I’annexine V et un colorant vital, la 7-
Amino Actinomycine D (7AAD), permet de détecter les cellules apoptotiques et de
discriminer I’apoptose de la nécrose. Quatre populations cellulaires peuvent ainsi étre
distinguées : les cellules vivantes (annexine V-, 7AAD"), les cellules en apoptose précoce

(annexine V', 7AAD"), les cellules en apoptose tardive ou en nécrose (annexine V', 7AAD")
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et les cellules en nécrose (annexine V°, 7JAAD") (Homburg, 1995 ;Vermes, 1995 ; Steensma,

2003 ; Frangois, 2005).

IV.1.2. Technique

Iml d’échantillon (sang total ou de suspension de PN a 10°%ml) a été incubé dans des
plaques de culture de 24 puits a 37°C sous 5% de CO; selon les conditions suivantes :
Condition A : 1 a 24 heures en présence de PBS, de leptine (5-10000 ng/ml), de VIP (10™"'-
5.10° M) ou de GM-CSF (R&D Systems, 1000 pg/ml), ce dernier étant utilisé comme
contrdle antiapoptotique (étude de I’effet direct).

Condition B: 6 heures en présence de leptine et d’anticorps neutralisants anti-GM-CSF
(R&D Systems, 20pg/ml), anti-IL-8 (Spg/ml) ou anti-TNFa (10pg/ml) (étude de
I’implication du GM-CSF, de I’'ll-8 et du TNFa dans I’effet de la leptine).

Condition C : 5 minutes en présence de PMA (0,5 ng/ml) ou de PBS, puis 6 heures en
présence de PBS ou de VIP (10” a 5.10° M) (étude de I’influence d’une étape préalable
d’activation des PN sur I’effet du VIP sur I’apoptose de ces cellules).

Aprées incubation, 100ul de chaque échantillon ont été lavés en PBS, incubés dans la
glace pendant 15 minutes avec un anticorps monoclonal anti-CD15 conjugu¢ au FITC
(Becton Dickinson), permettant de définir la fenétre des granulocytes, puis pendant 15
minutes supplémentaires avec de l’annexine V marquée a [’allophycocyanine (Becton
Dickinson). Les échantillons sont alors dilués dans 500ul de PBS puis incubés pendant 15
minutes a température ambiante avec la 7-AAD (Becton Dickinson). Les échantillons sont

alors analysés immédiatement par cytométrie de flux (Frangois, 2005) .

PLAQUE TRP ST PBS.004

Figure V. Etude de I’apoptose des PN en cytométrie en flux : Marquage par I’annexine
V et la 7 Amino Actinomycine D

Apres définition de la fenétre des granulocytes grdce a un anticorps anti-CD135, ['utilisation
d’annexine V et de 7-AAD permet de distinguer les cellules vivantes (annexine V-, 7AAD), les
cellules en apoptose précoce (annexine V', 7AAD), les cellules en apoptose tardive ou en
nécrose (annexine V', 7AAD") et les cellules en nécrose (annexine V', 7TAAD").
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1V.2. Etude du potentiel transmembranaire mitochondrial
IV.2.1. Principe
La voie apoptotique mitochondriale a été étudi¢e a 1’aide de DiOC6, une réduction de son
incorporation (cellules DiOC6"") correspondant a une perte du potentiel transmembranaire

mitochondrial, observée lors du processus apoptotique (Shapiro, 2000).

IV.2.2. Technique
Aprés incubation du sang ou des PN isolés (10°ml) avec le PBS ou les différents
agonistes étudiés, 100ul de chaque échantillon sont mis en présence de DiIOC6 (Interchim,
concentration : 1uM) pendant 15 minutes a 37°C puis marqués avec un anticorps anti—-CD15
conjugué a I’allophycocyanine (APC, Becton Dickinson) pendant 30 minutes a 4°C. Apres
avoir été remis en suspension dans du PBS, les échantillons sont analysés immédiatement par

cytométrie en flux.
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Figure VI. Etude du potentiel transmembranaire mitochondrial a ’aide de DiOC6
Une perte du potentiel transmembranaire mitochondrial est associée a une réduction de
l'incorporation de DiOC6 : cellules DiOC6" (population M1)

1V.3. Etude de [’expression intracellulaire des molécules de la famille Bcl-2
IV.3.1. Principe
Le marquage a 1’aide d’anticorps monoclonaux, dirigés contre les molécules de la famille
Bcl-2, a été effectué aprés perméabilisation membranaire et étude par cytométrie en flux

(Frangois, 2005).
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IV.3.2. Technique

Les échantillons (sang total ou PN isolés a 10%/ml) ont été traités par le PBS, le GM-CSF
(1000 pg/ml) ou le VIP (5.10°M), pendant 5 a 240 minutes a 37°C sous agitation horizontale.
Apres lyse des hématies dans le cas des échantillons sanguins, les leucocytes ont été fixés par
du formaldéhyde a 2% pendant 10 min a 37°C, puis traités par du méthanol a 90% pendant 30
minutes a 4°C, afin de perméabiliser les membranes. Les échantillons ont été par la suite
incubés pendant une heure a température ambiante avec les anticorps non marqués anti-Bax
(Immunotech), anti-Phospho-Bad (Cell Signaling), anti-Al et anti-Mcl-1 (Santa Cruz
Biotechnology), puis lavés en présence de PBS/HSA a 1%. Les échantillons ont été alors
traités par un anticorps de chévre anti Immunoglobuline de souris (Nordic Immunology) ou
de lapin (Becton Dickinson) conjugué a la FITC pendant 30 min. L’expression de Bad a été
quant a elle étudiée par marquage avec un anticorps anti-Bad conjugué a la FITC (Becton
Dickinson). Aprés lavage, les leucocytes ont été remis en suspension en présence de

formaldéhyde et analysés par cytométrie en flux.

V.Production et dosage de cytokines par la technique BD® « Cytometric Bead Array »

Les échantillons de sang total, dilués au 1/5°™ en RPMI 1640, ont été incubés a 37°C,
sous 5% de CO., en présence de PBS, de LPS (10 ng/ml), de leptine (10000 ng/ml) ou de VIP
(5.10° M) pendant des temps variables (1, 4 ou 18h). Aprés centrifugation, le surnageant a été
prélevé et congelé a -80°C.

Le taux de cytokines a par la suite été mesuré dans le surnageant par cytométrie en flux
par la technique BD® Cytometric Bead Array. Cette technique utilise six populations de billes,
caractérisées par des intensités de fluorescence distinctes et recouvertes par des anticorps de
capture spécifiques de I’IL-8, 'IL-13, I’IL-6, I’'IL-10, le TNFa et I’'IL-12p70. Ces billes de
capture sont incubées avec les échantillons et des anticorps de détection conjugués a la
Phycoérythrine (PE) et dirigés contre les cytokines dosées. L’intensité de fluorescence FL3,
correspondant a I’intensité de fluorescence des billes, permet d’identifier la ou les cytokines
présentes, tandis que l’intensité¢ de fluorescence FL2 (PE) est proportionnelle au taux de
cytokines. Des courbes de calibration sont établies a partir des standards et permettent de
déterminer la concentration des cytokines présentes dans les échantillons testés. Les résultats

sont exprimeés en pg/ml de surnageant.
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Figure VII. Dosage de cytokines par la technique BD® « Cytometric Bead Array »
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La ou les cytokines présentes sont identifiées grdce a [’intensité de fluorescence FL3,
correspondant a [’intensité de fluorescence des billes. L’intensité de fluorescence FL2 est
proportionnelle au taux de cytokines.

VI.Analyse par cytométrie en flux
VI.1. Appareil

Le cytometre en flux utilisé est un « FACScalibur », commercialis¢ par la société Becton

Dickinson, comprenant deux sources d’excitation: un laser argon, caractéris€ par une

longueur d’onde d’excitation de 488nm et d’une puissance de 15mW, et une diode laser, de

longueur d’onde d’excitation de 635nm. La suspension cellulaire analysée est aspirée avec

une vitesse de passage de 60uL par minute. Pour chaque cellule, six paramétres peuvent tre

analysés a I’aide du logiciel « Cell-Quest » :

>

La lumiére diffusée sous un angle faible, inférieur a 10° (Forward Scatter ou FSC),

corrélée a la taille de la cellule,

La lumiere diffusée sous un grand angle (Side Scatter ou SSC), corrélée au contenu

intracytoplasmique de la cellule et permettant d’évaluer la granularité cellulaire,
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» Les intensités de fluorescence FL1, FL2, FL3, FL4, caractérisées par une longueur

d’onde d’émission maximale respectivement de 53015 nm (FITC), 585425 nm (PE),
67525 nm (7-AAD) et 670 nm apres excitation a 650 nm par la diode laser (APC).

VI.2. Acquisition des données

Les acquisitions, d’une part des signaux de taille et de granularité, d’autre part des
signaux de fluorescence, se font respectivement par amplification sur le mode linéaire et
logarithmique. Les réglages des photomultiplicateurs ont été effectués de facon a obtenir une
localisation centrale des PN dans un graphe représentant la granularité en fonction de la taille
et un pic d’autofluorescence des cellules inférieur a 10" sur I’échelle logarithmique des
intensités de fluorescence. Des réglages identiques ont été utilisés pour chaque type
d’expérimentation afin de permettre la comparaison statistique des résultats entre eux.

En ce qui concerne 1’étude fonctionnelle des PN, les parameétres de taille et de granularité
ont ¢ét¢ utilisés afin d’identifier la population granulocytaire et d’éliminer de ’analyse les
autres cellules et débris. Cinq mille événements ont été acquis par échantillon. Concernant
I’étude de I’apoptose, les PN ont été identifiés grice au marqueur CD15 et 2x10° événements

ont été comptés par échantillon.

VI.3. Analyse des données
Les résultats ont été obtenus :

* soit sous forme d’histogramme a échelle logarithmique monoparamétrique représentant
I’intensité de fluorescence en fonction du nombre de cellules analysées. Un marqueur
placé de part et d’autre du pic de fluorescence a permis d’exprimer les résultats en
moyenne d’intensité de fluorescence (MFI).

* soit sous forme de cytogramme, divisé en quatre quadrants, avec détermination des

pourcentages des populations positivement et/ou négativement marquées.

VII.Analyse statistique
Les résultats sont exprimés par la moyenne + I’erreur standard a la moyenne (SEM). Les
comparaisons ont été effectuées a 1’aide d’une analyse ANOVA et du test post hoc Tukey, en

utilisant le logiciel Prism 4.0.
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RESULTATS

L.Effet de la leptine et du VIP sur I’expression des molécules d’adhérence a la surface
des PN
1.1 Modulation par la leptine de [’expression de la L-sélectine et du CDI11b a la surface
des PN dans le sang total
v' Les échantillons de sang total ont été incubés pendant 45 minutes a 37°C, en
présence de leptine a concentrations croissantes, avant marquage a [’aide

d’anticorps monoclonaux anti-CD62L et anti-CD11b.

CD62L (MFI) CD11b (MF])

4°C (état basal) 91 £11 77 +£8
PBS 73+ 7 367 +£53
Leptine (ng/ml)
5 80+ 13 445 + 56
50 68+ 11 508 + 64
100 62+9 458 + 62
500 58+£7 495 + 62
1000 53+7 474 + 72
5000 24+ 5% 793 £ 46
10000 15+£2° 1058 + 85°
TNFa (5 ng/ml) 6+2" 1570 + 29"

Tableau I : Effet de la leptine a différentes concentrations sur ’expression de CD62L et
du CD11b a la surface des PN dans le sang total.

Les valeurs sont exprimées en moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) et les résultats en
moyenne = SEM (n=4).

* : significativement différent par rapport a l’échantillon traité par le PBS (p<0.05).

Nous observons que la leptine, a fortes concentrations (5000 et 10 000 ng/ml), diminue
I’expression de la L-sélectine (CD62L) et augmente I’expression du CD11b a la surface des
PN. Ce résultat témoigne de I’effet activateur exercé par la leptine sur les PN, ceci de
facon identique au TNF, conduisant d’une part au clivage enzymatique de la L-sélectine et
d’autre part a la translocation de stocks intracellulaires a la membrane cellulaire. L’effet
exercé par le TNFa sur ’expression de CD11b est significativement supérieur a celui exercé

par la leptine (p<0,05).
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v' Par ailleurs, une étude cinétique a été réalisée afin de déterminer la durée
d’incubation pour laquelle la leptine exergait un effet modulateur maximal.
L’expression de la L-sélectine et du CD11b a donc été étudiée apres des temps
d’incubation variables (15 a 120 minutes) en présence de leptine, utilisée a une
concentration de 10 000 ng/ml, la leptine présentant un effet maximal sur

I’expression des molécules d’adhérence a cette concentration.

CD62L (MFI)
Temps (min) 15min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min
PBS 96 + 7 72+ 10 62+ 5 78 + 10 55+5 65 +3
Leptine 86+9 71+£6 21+9° 15+4 11+3° 12+1°
CD11b (MFI)
Temps (min) 15min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min

PBS 291 £37 437+75 468 + 141 449+124  551+£70 497+47
Leptine 424 +£66 61917 1053 £ 63" 1158 £24" 1175+ 12" 1135+ 39"

Tableau II : Effet de la leptine (10 000 ng/ml) sur I’expression de CD62L et du CD11b a
la surface des PN dans le sang total en fonction du temps d’incubation.

Les valeurs sont exprimées en moyenne d’intensite de fluorescence (MFI) et les résultats en
moyenne £ SEM (n= 3).
* : significativement différent par rapport aux échantillons traités par le PBS (p<0.05).

Nous avons ainsi constaté que 1’effet modulateur de la leptine sur I’expression de la L-
sélectine (CD62L) et de la 32 intégrine CD11b/CD18 a la surface des PN était significatif a
partir de 45 minutes d’incubation et n’était pas modifié au cours d’incubations plus longues.

Pour les expériences suivantes, des temps d’incubation de 45 minutes ont donc été utilisés.

1.2. L’effet exercé par la leptine sur [’expression des molécules d’adhérence est indirect
v' Certains auteurs ayant rapporté 1’induction de la synthése de cytokines pro
inflammatoires par la leptine (Loffreda, 1998 ; Santos-Alvarez, 1999 ; Zarkesh-
Esfahani, 2001), I’effet modulateur sur les PN que nous observons sur sang total
pourrait étre en rapport avec la libération de tels médiateurs inflammatoires par les
autres cellules sanguines circulantes, notamment les monocytes.
Nous avons donc étudié I’effet de la leptine (5-10000 ng/ml, 45 min) sur I’expression des

molécules d’adhérence a partir de PN isolés et purifiés.
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CD62L (MFI)  CD11b (MFI)

4°C (état basal) 125 +13 326 £52
PBS 119+ 14 420+ 10
Leptine (ng/ml)
50 121 £19 417+ 13
100 120 + 14 414 + 16
500 123 £16 406 = 17
1000 126 £ 12 405+ 16
5000 119+ 17 411+ 10
10000 109 + 11 422 £ 11
TNF (5ng/ml) 10+1" 1041 + 55°

Tableau III : Effet de la leptine sur ’expression de CD62L et CD11b a la surface des
PN isolés

Les valeurs sont exprimées en moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) et les résultats en
moyenne £ SEM (n= 3).

* : significativement différent par rapport a l’échantillon traité par le PBS (p<0.05).

Nous avons ainsi constaté que I’effet modulateur de la leptine sur ’expression de CD62L

et CD11b, observé sur sang total, n’était pas retrouvé sur PN isolés, faisant suspecter un

effet indirect de la leptine.

v Afin de confirmer ce résultat, nous avons étudié ’expression de CD62L et du
CD11b a la surface des PN dans des conditions de sang total, aprés prétraitement
pendant 15 minutes en présence d’anticorps neutralisants anti-IL-8 (5pg/ml) ou

anti-TNFa (10pug/ml) puis incubation pendant 45 minutes en présence de leptine

(10000 ng/ml).
CD62L (MFI) CD11b (MFI)
PBS Ac anti TNF PBS Ac anti TNF
PBS 66 + 11 58+13 847 + 47 738 + 89
Leptine (ng/ml)
1000 29+2 51+3 1021 £ 17 748 + 37
5000 l6+£3" 29+1 1272 +£40° 807 £49F
10000 13+£2° 35+4 1332 +£31° 970+3 "

Tableau IV : Implication du TNFa dans DPeffet modulateur de la leptine sur
I’expression de CD62L et CD11b

Les valeurs sont exprimées en moyenne d’intensité de fluorescence(MFI) et les résultats en
moyenne = SEM (n=3).

" : significativement différent par rapport a I'échantillon incubé en présence de PBS.

' . significativement différent par rapport a [’échantillon prétraité en présence de PBS puis
incubé en présence de leptine (p<0.05).
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Nous avons ainsi constaté que 1’effet modulateur de la leptine sur I’expression des
molécules d’adhérence n’était pas modifié¢ en cas de prétraitement avec 1’anticorps anti-IL-8
(résultats non montrés). Par contre, cet effet était diminué, de facon significative pour
I’expression du CDI11b, aprés prétraitement avec I’anticorps anti-TNF. Ces résultats
suggerent que D’effet exercé par la leptine sur I’expression des molécules d’adhérence

puisse étre médié par le TNFa.

1.3. Absence d’effet du VIP sur l’expression des molécules d’adhérence a la surface des
PN

v' Afin d’évaluer ’effet du VIP sur I’expression de CD62L et du CDI11b, les

¢échantillons de sang total ont été incubés a 37°C pendant 45 minutes en présence

de VIP a concentration croissante (107" a 5.10° M).

CD62L (MFI) CD11b (MF])

4°C (état basal) 122 +4 102+ 34
PBS 97+ 21 558 £ 156
VIP
10"'M 74 £ 10 703 + 97
10"°M 71 +8 680+ 116
10°M 72+ 12 681 + 133
10*M 7111 681 + 81
10'M 78+ 6 635+ 87
10°M 89+ 21 630116
5.10°M 78 £ 16 633+ 74
TNFa (5 ng/ml) 10+£27 1745+ 145"

Tableau V : Effet du VIP a différentes concentrations sur I’expression de CD62L et du
CD11b a la surface des PN dans le sang total.

Les valeurs sont exprimées en moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) et les résultats en
moyenne = SEM (n=3).

* : significativement différent par rapport a l’échantillon traité par le PBS (p<0.05).

Aucun effet direct du VIP sur I’expression de CD62L et du CD11b n’a pu étre mis en
évidence et ce, quelle que soit la concentration de VIP utilisée. De plus, nous n’avons pas
observe d’effet modulateur du VIP en modifiant le temps d’incubation (15 a 120 min). Enfin,

aucun effet du VIP n’a été observé sur PN isolés (données non montrées).

v' Par ailleurs, le VIP étant rapporté comme ayant des fonctions anti-inflammatoires,
nous avons voulu déterminer si le VIP, dépourvu d’effet direct sur I’expression des
molécules d’adhérence, modulait I’effet activateur du TNFa sur les PN. Pour ce

faire, I’expression de CD62L et du CD11b a été étudiée aprés prétraitement des

51



Résultats

échantillons de sang total par le VIP (10" a 5.10° M) puis stimulation par le TNF

o (5 ng/ml).

CD62L (MFI) CDI11b (MFI)
4°C (état basal) 93+10 68 £ 11
PBS 49 +7 800 + 14
VIP
VIP10"'M + TNFa 7+1" 1464 +109°
VIP10"'M + TNFa 6+1° 1471 £118°
VIP10°M + TNFa 6+1 1505 + 120"
VIP10*M + TNFa 61 1487 + 122"
VIP10"M + TNFa 61" 1491 £ 106
VIP10“°M + TNFa 6+1 1501 +104°
VIP 5.10°M + TNFa 61" 1450 + 120"
TNFa (5 ng/ml) 5+1° 1495 + 124"

Tableau VI : Influence du VIP sur I’effet modulateur du TNF sur P’expression de

CD62L et du CD11b a la surface des PN dans le sang total.

Les valeurs sont exprimées en moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) et les résultats en

moyenne = SEM (n=3).

" : significativement différent par rapport a ’échantillon traité par le PBS (p<0.05).

Nous avons ainsi constaté que le VIP, quels que soient la concentration et le temps
d’incubation utilisés, ne modifiait pas I’effet modulateur du TNF sur I’expression des

molécules d’adhérence a la surface des PN.

I1.Absence d’effet du VIP et de la leptine sur I’explosion oxydative des PN
v Aprés charge en présence de DHE, les échantillons de sang total ont été prétraités
en présence de PBS, de leptine (5-10000 ng/ml) ou de VIP (10"'- 5.10° M )
pendant 45 a 120 minutes a 37°C, puis incubés en présence de PBS ou de fMLP
(10° M) pendant 5 min.
Comme le montre le Tableau VII, nous avons constaté que :
- La leptine et le VIP n’exercent aucun effet direct sur la production de FRO par les PN.
- La leptine et le VIP n’exercent aucun effet de « priming » sur la production de FRO par

les PN en réponse a la stimulation par le fMLP.

v' Par ailleurs, le prétraitement des échantillons de sang total en présence de VIP ne
diminue par ’effet de priming exercé par le TNFa (5 ng/ml, 30 min) sur
I’explosion oxydative des PN en réponse au fMLP (10° M, 5 min) et ce, quelles

que soient les concentrations de VIP et les temps d’incubation.
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Contenu en ethidium (MIF)

PBS fMLP
PBS 17+3 46 + 12
Leptine (10 000 ng/ml) 17+4 49+ 18
VIP (5.10° M) 10+3 12+2
TNFa (5 ng/ml) 20+ 9 171 £29°
VIP + TNFa 159 +29°

Tableau VII. Effet de la leptine et du VIP sur I’explosion oxydative des PN

Les valeurs sont exprimées en moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) et les résultats en
moyenne £ SEM (n=7.)

* : significativement différent par rapport a l’échantillon traité par du PBS apres charge en
DHE et non stimulé par du fMLP (p<0.05).

III. Effet de la leptine et du VIP sur la production de cytokines pro- et anti
inflammatoires.

Les concentrations de cytokines présentes dans les surnageants de culture cellulaire,
obtenus apres des temps d’incubation variables (1, 4 et 18h) en présence de LPS (10 ng/ml),
de leptine (10000 ng/ml) ou de VIP (5.10° M), ont été mesurées par cytométrie en flux par la
technique BD® « Cytometric Bead Array ».

IL-8 IL-13 IL-6 IL-10 TNFa IL-12p70

TO <20 <20 <20 <20 <20 <20
PBS

T1h 123 44 <20 <20 <20 <20

T4h 182 29 <20 <20 <20 <20

T18h 302 36 <20 <20 <20 <20
LPS

T1h 263 377 42 42 108 157

T4h 2908 461 1890 60 668 180

T18h 25028 383 4152 256 217 88
Leptine

T1h 183 50 <20 <20 84 <20

T4h 4277 98 1614 <20 740 21

T18h 17316 108 2479 112 146 <20
VIP

T1h 157 22 <20 <20 <20 <20

T4h 57 43 <20 <20 <20 <20

T18h 211 40 <20 <20 <20 <20

Tableau VIII. Effet de la leptine (10000 ng/ml) et du VIP (5.10° M) sur la production de
cytokines pro- et anti-inflammatoires en fonction du temps d’incubation (1h, 4h, 18h).
Les valeurs sont exprimées en pg/ml. (n=1)
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Nous observons (Tableau VIII) que :

- Le LPS (controle positif) induit la synthése d’IL-8, d’IL-6, de TNFa, d’IL-13, d’IL-
12p70 et d’IL-10

- La leptine induit la synthése d’IL-8, d’IL-6, de TNFa et, dans une moindre mesure, la
synthése d’IL-10 et d’IL-1f3. La synthése de TNFa s’observe a partir d’1 heure d’incubation,
pour atteindre un maximum a 4 d’incubation avant de diminuer pour 18 heures d’incubation,
une cinétique comparable ayant été obtenue avec le LPS.

- Le VIP n’exerce aucun effet sur la production des cytokines pro- et anti-inflammatoires

testées, dans les conditions expérimentales utilisées.

Ces résultats devront étre confirmés sur un nombre plus important d’expériences.

IV. Effet différentiel de la leptine et du VIP sur I’apoptose des PN
1V.1. La leptine inhibe I’apoptose des PN dans le sang total
v" Les échantillons de sang total ont été incubés en présence de PBS, de GM-CSF
(1000 pg/ml), de TNFa (5ng/ml) ou de leptine (5 a 10000 ng/ml) pendant 6h.
L’apoptose des PN a été évaluée par la mesure, par cytométrie en flux, du

pourcentage de cellules totales annexine V' et du pourcentage de cellules

DiOC6"™.
Cellules annexine V" (%)  Cellules DIOC6"" (%)
PBS 129+0.9 90+14
Leptine (ng/ml)
50 17.0+1.5
100 16.5+1.6
500 12.6 £2.0
1000 10.1+£0.9
5000 7.1+0.7
10000 6.5+08" 59+0.5
GM-CSF (1000 pg/ml) 32+£05° 52+13
TNFa (5 ng/ml) 6.8+1.4

Tableau IX. Effet de la leptine a différentes concentrations sur ’apoptose des PN dans
le sang total aprés 6 h d’incubation.

Les valeurs sont exprimées en pourcentage de PN annexine V" et de cellules DiOC6™ .

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=7 et 3 respectivement).
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" . significativement différent par rapport a [’échantillon incubé en présence de PBS
(p<0.05).
Concernant I’évaluation du pourcentage de PN annexine V', le Tableau IX montre

que :

- en accord avec les résultats précédemment rapportés dans la littérature sur PN isolés
(Colotta, 1992), le GM-CSF diminue I’apoptose des PN dans le sang total (pourcentage
d’inhibition : 73%) ;

- le TNFa exerce également un effet inhibiteur sur I’apoptose ;

- a fortes concentrations (10000 ng/ml), la leptine inhibe de facon significative
I’apoptose des PN. Le pourcentage d’inhibition obtenu est de 46%, non significativement
différent de celui observé aprés incubation en présence de GM-CSF, mais néanmoins
inférieur.

Des taux similaires d’inhibition de 1’apoptose ont été observés au stade d’apoptose
précoce (cellules annexine V/7AAD"; données non montrées). Par ailleurs, une étude
cinétique a ¢été réalisée afin de déterminer la durée d’incubation pour laquelle la leptine
exercait un effet inhibiteur maximal sur ’apoptose des PN. Cette étude a montré que la
leptine n’inhibait pas 1’apoptose des PN aprés 3h d’incubation, mais induisait 44%
d’inhibition aprés 6 h, atteignant un maximum d’inhibition (62%) aprés 12h d’incubation.
Néanmoins, pour des raisons pratiques, les différentes études d’apoptose ont été poursuivies

en utilisant 6 heures d’incubation.

Des résultats analogues ont été¢ obtenus a I’aide du marqueur DiOC6 lors de I’évaluation
du potentiel transmembranaire mitochondrial. Nous avons ainsi constaté une diminution
du pourcentage de cellules DiOC6" sous I’effet de la leptine, indiquant I’implication des

mitochondries dans la modulation de I’apoptose par la leptine.

v' Ayant précédemment montré que I’effet de la leptine sur I’expression des
molécules d’adhérence a la surface des PN était médié en partie par le TNF a,
nous avons recherché 1’implication de ce médiateur dans I’effet anti-apoptotique
de la leptine.

* L’¢tude de I’apoptose des PN apres isolement et purification a montré une
accélération de I’apoptose spontanée par rapport aux résultats observés sur sang
total. Par ailleurs, I’effet anti-apoptotique de la leptine, observé sur sang

total, n’était plus retrouvé sur PN isolés, confirmant I’hypothése selon
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laquelle la leptine pourrait exercer son effet sur 1’apoptose de fagon indirecte

(Tableau X).
Cellules annexine V' (%)
PBS 30.7+2.9
Leptine (ng/ml)
50 28.5+2.7
100 31.0+£ 1.3
500 27.9+22
1000 329+39
5000 33.1+3.1
10000 36.8+3.7
GM-CSF (1000 pg/ml) 14.1+£23"

Tableau X. Effet de la leptine sur I’apoptose des PN aprés isolement et purification

Les valeurs sont exprimées en pourcentage de PN annexine V'et les résultats en moyenne +
SEM (n=4).
" significativement différent par rapport a I’échantillon incubé en présence de PBS (p<0.05).

» Par ailleurs, nous avons constaté¢ que I’effet protecteur exercé par la leptine a
fortes concentrations (10000 ng/ml) sur I’apoptose des PN dans le sang total
était conservé en présence d’anticorps neutralisants anti-GM-CSF
(20pg/ml) ou anti-IL-8 (5pg/ml), obtenant des pourcentages d’inhibition de
I’apoptose de 55% et 52% respectivement. Par contre, cet effet protecteur n’est
plus observé lorsque les échantillons de sang total sont incubés en présence
d’anticorps neutralisants anti-TNFa (10pg/ml).

Ces résultats suggérent donc que ’effet anti-apoptotique exercé par la leptine soit

médié par le TNFa.
PBS Ac anti-GM-CSF Ac anti-1L& Ac anti-TNF
PBS 158+1.5 183+1.4 277+1.9 19.0+2.1
Leptine 6.4+0.6" 83+0.3" 13.4+0.8" 154+1.0

Tableau XI. Implication du TNFa dans I’effet modulateur de la leptine (10000 ng/ml) sur
I’apoptose des PN

Les valeurs sont exprimées en pourcentage de PN annexine V' et les résultats en moyenne +
SEM (n=3).

* : significativement différent par rapport a [’échantillon incubé en présence PBS (p<0.05).
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1V.2. Le VIP augmente [’apoptose des PN apres isolement et purification
v" Nous avons dans un premier temps étudié I’effet du VIP sur ’apoptose des PN
dans le sang total. Nous avons observé que le pourcentage de cellules annexine
V', obtenu aprés incubation du sang total en présence de VIP (5.10° M) pendant 6
h, n’était pas significativement différent de celui obtenu en présence de PBS.
Cette absence d’effet du VIP sur I’apoptose des PN dans le sang total a été
observé quels que soient la concentration de VIP utilisée (10"'-10°M) et le temps
d’incubation (3, 6, 12 et 24h).
De méme, nous n’avons pas observé de différence significative entre les échantillons
incubés en présence de VIP et ceux incubés en présence de PBS en ce qui concerne le

pourcentage de cellules DIOC6"™" (Tableau XII).

Cellules annexine V' (%) Cellules DIOC6 ¥ (%)

PBS 11.5+£0.8 7.8+2.2
VIP10"'M 146 +0.9 10.3+29
VIP10°M 155+1.2 9.7+£2.6
VIP10*M 16.7+2.0 10.3 +3.1
VIP10'M 144+ 1.6 10.0+2.9
VIP10°M 13.9+2.0 10.1+3.2
VIP 5.10°M 13.1+1.9 89+3.2
GM-CSF (1000pg/ml) 3£0.2 34+£0.7

Tableau XII. Effet du VIP sur I’apoptose des PN dans le sang total aprés 6 heures
d’incubation

Les valeurs sont exprimées en pourcentage de PN annexine V' et de Cellules DiOC6 .

Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n=6 et 4 respectivement).

" significativement différent par rapport a I’échantillon incubé en présence PBS (p<0.05).

v' Par contre, lorsque I’étude de I’apoptose a été réalisée a partir de PN isolés et
purifiés, nous avons observé que I’incubation des PN en présence de VIP

pendant 6 heures augmentait le pourcentage de PN en apoptose (Tableau

XIID).
Cellules annexine V' (%) Cellules DiOC6 ¥ (%)
PBS 30.6£2.5 274 +£6.2
VIP10"'M 332+1.5 255+7.6
VIP10°M 329+2.7 224+6.7
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VIP10*M 321422 222+63
VIP10'M 32.5+3.4 28.8+8.3
VIP10°M 49.8+5.2" 39.9+11.9
VIP 5.10°M 522+7.1 46.8+11.5
GM-CSF (1000pg/ml) 15.5+2.0 16.2+ 5.0

Tableau XIII. Effet du VIP sur I’apoptose des PN isolés et purifiés

Les valeurs sont exprimées en pourcentage de PN annexine V" et de Cellules DiOC6 .
Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n=4 et 5 respectivement).

" significativement différent par rapport a I'échantillon incubé en présence PBS (p<0.05).

Cet effet pro-apoptotique du VIP s’observe a fortes concentrations, 5.10° et 10° M,

obtenant un pourcentage de cellules annexine V" 1.7 et 1.6 fois plus élevé que le pourcentage

obtenu en présence de PBS, respectivement. Cet effet est associ¢ & une perte du potentiel

transmembranaire mitochondrial, observant en effet une augmentation du pourcentage de

cellules DIOC6"™" sous I’effet du VIP.

v

Le VIP exerce un effet pro-apoptotique direct sur les PN, cet effet étant observé
sur PN isolés, mais non retrouvé dans des conditions de sang total. L’effet pro-
apoptotique du VIP sur les PN pourrait étre contrebalancé par I’induction de
facteurs anti-apoptotiques dans le sang circulant, tels que le GMCSF ou le TNF
a, ce dernier exer¢ant un effet anti-apoptotique sur les PN dans nos conditions
opératoires. Nous avons néanmoins constaté, lors d’une expérience préliminaire
réalisée dans des conditions de sang total, 1’absence d’effet des anticorps
neutralisants anti-GM-CSF (20pg/ml) et anti-TNFa (10pg/ml), le VIP restant

dépourvu d’effet pro-apoptotique sur les PN (données non montrées).

Des études complémentaires devront &tre réalisées afin de mieux définir les conditions

opératoires ou de rechercher I’implication d’un autre facteur anti-apoptotique.

v

Par ailleurs, I’apparition de ’effet pro-apoptotique du VIP pourrait nécessiter
une étape préalable d’activation du PN. En effet, les procédures d’isolement des
PN sont susceptibles de stimuler les cellules, pouvant expliquer que le VIP
présente un effet sur PN isolés, non retrouvé dans des conditions de sang total.
Nous avons donc étudié, dans des conditions de sang total, I’effet du VIP sur

I’apoptose des PN apres une étape préalable d’activation.

Nous avons dans un premier temps recherché un facteur capable d’activer les PN

tout en étant dépourvu d’effet sur I’apoptose.
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Ne pouvant utiliser le LPS, connu pour ses propriétés anti-apoptotiques sur les PN, ni le TNF
o, décrit dans certaines études comme facteur anti-apoptotique et exergant un effet inhibiteur
sur I’apoptose des PN dans nos conditions opératoires, nous avons étudié I’effet du fMLP (10
¢ M) et du PMA (0,5 a 100 ng/ml) sur I’apoptose des PN aprés 6 heures d’incubation. Nous
avons ainsi constaté que le fMLP exerce un effet anti-apoptotique sur les PN, alors que le
PMA exerce a fortes concentrations (5 a 100 ng/ml) un effet pro-apoptotique majeur.
Néanmoins, I’apoptose des PN n’est pas modifiée pour des concentrations de PMA de 0,1 et
0,5 ng/ml, cette derni¢re ayant été finalement retenue pour la stimulation des PN (données

non montrées).

* Par la suite, nous avons déterminé si ’apparition de I’effet pro-apoptotique du
VIP nécessitait une étape préalable d’activation des PN. Le sang total a été
incubé pendant 5 minutes en présence de PMA (0,5 ng/ml), puis I’effet du VIP

sur I’apoptose des PN a été étudié apres 6 heures d’incubation.

PBS PMA (0.5 ng/ml)
PBS 10.1 +£0.7 13.9+2.2
VIP (5.10° M) 12.9+2.1 222+2.6"

Tableau XIV. Effet d’une étape préalable d’activation du PN sur Deffet pro-
apoptotique du VIP

Les valeurs sont exprimées en pourcentage de PN annexine V" .

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=3).

" significativement différent par rapport a 1'échantillon stimulé en présence de PBS puis
incubé en présence VIP (p<0.05).

Nous avons ainsi constaté un effet pro-apoptotique du VIP sur des PN préalablement
activés par le PMA. Le VIP augmenterait donc I’apoptose de PN préactivés, soulignant
I’intérét de ce neuropeptide en tant que médiateur anti-inflammatoire. Cet effet pro-
apoptotique du VIP sur PN préactivés s’observe a fortes concentrations (5.10° M), des
résultats non significatifs ayant ét€ obtenus a concentrations plus faibles (données non

montrées).

v’ L’effet du VIP sur I’apoptose des PN s’observe a fortes concentrations, 5.10° M.
Ceci pourrait s’expliquer par le fait que cet effet fasse intervenir, non pas le
récepteur VPACI, décrit a la surface des PN et de forte affinité pour le VIP, mais

un autre récepteur comme PACI, de faible affinité pour le VIP et de forte affinité
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pour le PACAP. Nous avons donc étudié ’effet du PACAP (Neosystem, 107 a

5.10° M) sur I’apoptose des PN dans des conditions de sang total aprés 6 heures
d’incubation.

Des résultats préliminaires, obtenus lors d’une expérience ont mis en évidence un effet pro-

apoptotique du PACAP, qu’il nous faudra confirmer lors d’expériences ultérieures (Tableau

XV)

Cellules annexineV" (%)

PBS 6.0
PACAP (ng/ml)
10"°'M 6.1
10°M 10.8
10°M 18.0
10'™M 18.2
10°M 19.7
5.10°M 22.4
GM-CSF (1000 pg/ml) 1.7

Tableau XV. Effet du PACAP sur ’apoptose des PN dans le sang total
Les valeurs sont exprimées en pourcentage de PN annexine V* (n=1).

1V.3. Effet du VIP sur [’expression des molécules de la famille Bcl-2

La détermination de I’intégrit¢ membranaire mitochondriale a montré I’implication des
mitochondries dans la modulation de 1’apoptose par le VIP. C’est pourquoi nous avons étudié
la modulation des protéines de la famille Bcl-2 sous ’effet de cette molécule.

Dans des conditions expérimentales réalisées a partir de PN isolés et purifiés, nous n’avons
pas observé d’effet modulateur du VIP sur I’expression des molécules anti-apoptotiques
Mcl-1 et Al, et I’expression des molécules pro-apoptotiques Bad et Bax. Des expériences
ultérieures a 1’aide d’un anticorps spécifique reconnaissant la forme active de Bax

(témoignant de sa translocation a la membrane mitochondriale) devront étre effectuées.
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DISCUSSION

Nos résultats montrent 1’absence d’effet de la leptine sur 1’explosion oxydative des PN.
Par contre, la leptine diminue I’expression de la L-sélectine CD62L et augmente 1’expression
du CD11b a la surface des PN, ce qui témoigne de son effet activateur sur les PN. De plus, la
leptine inhibe 1’apoptose des PN dans le sang total. L’effet anti-apoptotique exercé par la
leptine, de méme que 1’effet modulateur sur I’expression des molécules d’adhérence a la
surface des PN, ne sont pas observés lorsque les PN sont isolés de leur environnement
circulant et sont par ailleurs diminués en présence d’un anticorps anti-TNFa. Ceci suggere
I’implication du TNFa dans 1’action de la leptine sur les PN. En outre, nous avons mis en
évidence I’induction par la leptine de la synthese de différentes cytokines par les cellules de
I’environnement, en particulier le TNFa.

En ce qui concerne le VIP, nous avons montré que celui-ci n’exerce aucun effet sur
I’explosion oxydative, ni sur I’expression des molécules d’adhérence a la surface des PN. Par
contre, le VIP présente, a I’inverse de la leptine, un effet pro-apoptotique direct sur les PN
isolés, associé a une perte du potentiel transmembranaire mitochondrial. De plus, alors
qu’aucun effet direct du VIP sur I’apoptose des PN n’a ét¢ mis en évidence dans le sang total,
nous avons observé que le VIP augmente 1’apoptose des PN dans le sang total apres

préactivation par le PMA.

Une des particularités de notre étude est d’avoir été effectuée dans des conditions de sang
total, grace a I'utilisation de la cytométrie en flux, qui permet une analyse individuelle des
cellules. Ceci permet en effet d’éviter les procédures d’isolement, qui induisent I’expression a
la surface des PN de molécules non détectées dans le sang circulant et qui pourraient de ce
fait altérer les réponses cellulaires. Ceci permet également d’étre plus proche des conditions
physiologiques. Il a notamment été rapporté¢ le role des interactions cellulaires et des
composants plasmatiques (cytokines, récepteurs solubles des cytokines, antagonistes) dans le
maintien de la viabilité¢ des PN (Hodge, 2000). Cependant, I’étude des fonctions des PN dans
les conditions de sang total ne nous permet pas d’écarter la possible contribution des autres

cellules sanguines, en particulier les monocytes, sur les effets observés, notamment par la
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libération de différentes cytokines ou facteurs de survie. Ceci nous a donc conduit a effectuer

en parallele certaines études sur PN hautement purifiés.

Nos résultats concernant 1’effet modulateur de la leptine sur 1’expression des molécules
d’adhérence a la surface des PN sont en accord avec les travaux de Zarkesh-Esfahani et al.
Ces auteurs ont en effet rapporté que, dans des conditions de sang total, la leptine augmentait
de facon dose-dépendante 1’expression du CD11b a la surface du PN, alors qu’aucun effet
n’était observé sur PN isolés. L’effet modulateur observé sur sang total était en partie
neutralisé par un récepteur soluble du TNFa. De plus, 1’addition de monocytes a une
suspension de PN purifiés permettait de restaurer ’activation du PN par la leptine. Ainsi,
I’effet activateur exercé par la leptine sur les PN humains serait indirect, en grande partie
médié par le TNFa, sécrété par les monocytes (Zarkesh-Esfahani, 2004). De plus, notre étude
associe a I’effet de la leptine sur ’expression du CD11b un effet parallele sur I’expression de
la L-sélectine a la surface des PN.

A D’inverse, et en accord avec les études précédentes (Kinhult, 2002), nous n’avons pas
retrouvé d’effet du VIP sur I’expression des molécules d’adhérence a la surface des PN, que

ce soit sur PN isolés ou dans des conditions de sang total.

Nous n’avons pas mis en évidence d’effet direct ni du VIP ni de la leptine sur 1’explosion
oxydative des PN. Concernant le VIP, ce résultat est en accord avec les études antérieures
effectuées sur PN isolés (Pedrera, 1994 ; Lopez-Gonzalez, 1994). Par contre, d’autres auteurs
ont rapporté un effet direct de la leptine sur la production de FRO. Ainsi, Caldefie-Chezet et
al ont montré, en utilisant la technique de chimioluminescence, que 1’incubation de PN isolés,
pendant 3 heures en présence de leptine, induisait une augmentation de la production de FRO
(Caldefie-Chezet, 2001). Cette méme équipe a constaté, par la technique d’oxydation de la
dichlorofluorescine en cytométrie en flux, que la leptine, aprés 3 h d’incubation, augmentait la
production d’H,O, par les PN isolés (Caldefie-Chezet, 2003). Ces discordances pourraient
étre en rapport avec des différences méthodologiques et notamment le fait que ces études ont
¢été réalisées apres isolement des PN par différentes procédures susceptibles d’activer les PN.

Caldefie-Chezet et al ont en outre rapporté 1’absence d’effet modulateur de la leptine sur
I’explosion oxydative des PN en réponse a une stimulation par le PMA (Caldefie-Chezet,
2003). Les travaux concernant 1’effet du VIP sur I’explosion oxydative des PN en réponse au
fMLP ou au PMA ont, quant a eux, donné lieu a des résultats controversés. Ainsi, certains

auteurs ont montré que le VIP inhibe la production d’O,” par les PN en réponse a la
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stimulation par le fMLP (Kurosawa, 1993). A I’inverse, d’autres auteurs rapportent un effet
de priming du VIP sur I’explosion oxydative des PN en réponse a une stimulation par le PMA
et le fMLP (Pedrera, 1994 ; Lopez-Gonzalez, 1994). Nos résultats obtenus sur sang total
montrent I’absence d’effet de la leptine et du VIP sur la production de FRO en réponse au
fMLP. Comme cela a été précisé ci-dessus, les discordances observées pourraient étre d’ordre

méthodologique.

Nous avons montré que la leptine inhibe I’apoptose des PN dans le sang total. En effet, la
leptine diminue de fagon significative le pourcentage de cellules annexine V™ par rapport au
contrdle incubé en présence de PBS. Afin de déterminer I’implication éventuelle d’autres
médiateurs inflammatoires dans cet effet, nous avons dans un premier temps étudié 1’effet de
la leptine sur 1’apoptose des PN isolés. Nous avons tout d’abord constaté, en accord avec des
¢tudes antérieures (Hodge, 2000 ; Frangois, 2005), une accélération de 1’apoptose spontanée
par rapport aux résultats observés sur sang total, qui pourrait étre en rapport avec des artéfacts
de stimulation. De plus, nous n’avons pas pu retrouver, dans ces conditions, I’effet anti-
apoptotique de la leptine observé sur sang total. Par ailleurs, I’effet protecteur exercé par la
leptine sur ’apoptose des PN dans le sang total est diminué par 1’addition d’un anticorps
neutralisant anti-TNFa. Ceci suggere I’implication du TNFa dans cet effet, sans toutefois
exclure la participation d’autres médiateurs proinflammatoires, qu’il nous faudra déterminer.
Les études concernant 1’effet du TNFa sur 1’apoptose des PN ont donné lieu a des résultats
controversés, selon les conditions expérimentales utilisées, en particulier la durée
d’incubation et la concentration de TNF utilisées (Van den Berg, 2001 ; Salamone, 2004).
Dans des conditions de sang total et apres incubation en présence de TNFa (5 ng/ml) pendant
6 heures, nous montrons clairement un effet anti-apoptotique du TNFa. L’inhibition de cet
effet en présence d’un anticorps neutralisant anti-TNF témoigne de son caractére spécifique.

Bruno et al ont récemment rapporté un effet anti-apoptotique de la leptine sur les PN. Ces
auteurs ont en effet montré que la leptine activait les voies de signalisation PI3K et MAPK,
conduisant a une inhibition de la voie mitochondriale de I’apoptose ; cet effet anti-apoptotique
a été observé sur PN isolés (Bruno, 2005). Ces résultats sont en désaccord avec ceux que nous
avons obtenu sur PN isolés : I’effet anti-apoptotique décrit par ces auteurs pourrait €tre li€ a la
présence de monocytes contaminants, aucune technique de purification des PN en présence de

billes magnétiques n’ayant été effectuée lors de cette étude.

A I’'inverse de la leptine, nous avons mis en évidence un effet pro-apoptotique du VIP.

Cet effet est observé uniquement sur PN isolés. L’absence d’effet du VIP dans les conditions
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de sang total pourrait s’expliquer par la possible intervention d’autres médiateurs, jouant un
role en tant que facteurs de survie, tels que le TNFa ou le GMCSF, contrebalangant ainsi
I’effet pro-apoptotique du VIP. Des résultats préliminaires, obtenus au cours d’une
expérience, ont néanmoins montré I’absence de modification de I’effet du VIP lors d’un
prétraitement par un anticorps anti-TNFa ou anti-GM-CSF. Par ailleurs, I’apparition de I’effet
pro-apoptotique du VIP pourrait nécessiter une étape préalable d’activation du PN, les
procédures d’isolement des PN étant susceptibles de stimuler les cellules. Nous avons ainsi
constaté que, dans des conditions de sang total, le VIP exercait un effet pro-apoptotique sur

des PN préalablement activés par le PMA.

L’apoptose peut €tre initiée par deux voies principales : la voie des récepteurs de mort
(extrinseque) et la voie mitochondriale (intrinséque), la voie mitochondriale semblant la plus
sollicitée au sein du PN. Dans la voie mitochondriale, la cascade de caspases est initiée par
une dépolarisation de la membrane mitochondriale et le relargage de facteurs pro-
apoptotiques comme le cytochrome C, conduisant a I’activation de la caspase 3 et déclenchant
le programme de mort (Simon, 2003). Le relargage mitochondrial de cytochrome C est
controlé par les molécules de la famille Bcl-2. En particulier, une augmentation du taux
intracellulaire de la molécule anti-apoptotique Mcl-1 a été¢ impliquée dans la survie des PN
induite par des cytokines proinflammatoires telles que le GM-CSF, I’IL-1, le TNFa et I'IL-15
(Moulding, 2001 ; Edwards, 2003 ; Simon, 2003). De plus, notre équipe a récemment montré
une augmentation de Mcl-1 induite par les agonistes des TLR (Frangois, 2005). Cette
augmentation était associée a une augmentation du taux de Al, le seul autre facteur anti-
apoptotique a avoir été impliqué, a ce jour, dans la survie des PN.

Par ailleurs, une régulation rapide de la survie des PN peut faire intervenir la
phosphorylation du facteur pro-apoptotique Bad. En effet, une fois phosphorylé, celui-ci est
séquestré par la protéine 14-3-3 dans le cytoplasme, devenant incapable d’interagir avec les
molécules anti-apoptotiques de la famille Bel-2. Ces dernieres peuvent se lier a Bax, bloquant
son activité pro-apoptotique et conduisant ainsi a la survie cellulaire (Cowburn, 2002 ; Simon,
2003).

En outre, les molécules de la famille Bel2 impliquées dans 1’induction de I’apoptose des
PN, telles que Bax ou Smac /Diablo, peuvent également étre modulées par des facteurs de
survie. En effet, la molécule pro-apoptotique Bax, présente dans le cytosol des cellules
intactes, subit au cours de I’apoptose une translocation vers la mitochondrie. Elle peut alors

étre intégrée dans la membrane externe mitochondriale et faciliter le relargage de facteurs pro-

64



Discussion

apoptotiques dans le cytosol. Ce phénomeéne n’est possible qu’aprés clivage et activation
d’une autre molécule de la famille Bcl2, Bid. Bid, protéine de 22 kDa, est clivée par la
caspase 8 en un fragment de 15 kDa, tBid, qui posséde une activité pro-apoptotique : tBid
interagit en effet avec Bax et modifie sa conformation, conduisant a son oligomérisation et a
son ancrage dans la membrane externe mitochondriale. Par ailleurs, Bid peut subir une
translocation vers la mitochondrie et induire des effets similaires a ceux de Bax: les
interactions Bid/Bax apparaissent comme étant critiques pour la perméabilisation
mitochondriale. Enfin, une translocation de tBid vers la mitochondrie peut également
survenir, tBid étant capable d’induire directement le relargage de cytochrome C. Une
réduction de I’apoptose des PN induite par le G-CSF s’accompagne d’une inhibition du
clivage de Bid, d’une diminution de la translocation de Bid et de Bax vers la mitochondrie,
conduisant a une diminution de [Dactivation des caspases (Maianski, 2004b). La
perméabilisation mitochondriale s’accompagne de la libération de facteurs pro-apoptotiques
autres que le cytochrome C, en particulier Smac/Diablo. Smac/Diablo inactive les protéines
cytosoliques IAPs (Inhibitor of apoptosis proteins), qui inhibent elles-mémes les caspases au
sein de cellules non apoptotiques. La survie des PN induite par le G-CSF est associée a une
inhibition du relargage cytosolique de Smac/Diablo, cette derniere restant localisée dans la
mitochondrie (Maianski, 2004b).

Nous n’avons pas observé de modulation du taux des molécules anti-apoptotiques Mcl-1
et Al et ni des molécules pro-apoptotiques Bad et Bax induites par le VIP. Ce dernier résultat
est en accord avec les études antérieures préalablement réalisées sur la régulation de la survie
des PN. En effet, la plupart des études indiquent que les taux des molécules pro-apoptotiques
restent assez constants au sein des PN, que ces cellules vieillissent naturellement ou que leur
apoptose soit expérimentalement accélérée ou retardée (Edwards, 2003). Des expérieures
ultérieures devront déterminer le rdle potentiel joué par le VIP sur la translocation de Bax a la
membrane mitochondriale ainsi que sur la libération mitochondriale de la molécule pro-

apoptotique Smac/Diablo

L’effet modulateur exercé par la leptine sur I’expression des molécules d’adhérence a la
surface des PN, de méme que son effet protecteur sur I’apoptose, ont été observés a fortes
concentrations (10000 ng/ml). De telles concentrations, trés nettement supérieures aux
concentrations sériques, d’environ 5 a 8 ng/ml dans les conditions physiologiques, peuvent-
elles étre observées in vivo ? Des taux sériques de leptine supérieurs a 400 ng/ml ont été
rapportés chez des enfants présentant une insuffisance rénale chronique. De plus, des taux de

leptine supérieurs a 700 ng/ml ont été mesurés chez des sujets obeses traités par de la leptine
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(Zarkesh-Esfahani, 2004 ; Bruno, 2005). Par ailleurs, des taux ¢levés de leptine pourraient
étre trouvés au niveau des sites inflammatoires, qui contiennent des adipocytes produisant de
la leptine. En outre, la nécessité d’utiliser de fortes doses de leptine pourrait s’expliquer par la
demi-vie courte de cette molécule et par une fixation non spécifique de la leptine sur
différentes protéines sanguines. L’utilisation de molécules marquées permettrait de résoudre
cette derniére hypothése. Enfin, les PN expriment uniquement a leur surface ObRa, isoforme
court du récepteur de la leptine, moins efficace dans la transduction du signal que 1’isoforme
long ObRb (Zarkesh-Esfahani, 2004 ; Bruno, 2005). Ceci pourrait expliquer la faible
sensibilité des PN vis a vis de la leptine.

De fagon similaire, les effets exercés par le VIP sur ’apoptose des PN sont 1a encore
observés a fortes doses (5.10° et 10° M). Différentes hypothéses permettent d’expliquer les
résultats obtenus, en particulier la demi-vie trés bréve du VIP ou une fixation non spécifique a
différentes protéines sanguines. De plus, 1’effet du VIP pourrait ne pas faire intervenir les
récepteurs classiques (VPAC1 et VPAC2) mais le récepteur PACI. En effet, ce récepteur
présente une affinité 300 a 1000 fois plus élevée pour le PACAP que pour le VIP, ce qui
expliquerait les doses tres élevées de VIP a utiliser. Des résultats préliminaires, obtenus lors
d’une expérience, ont mis en évidence un effet pro-apoptotique du PACAP sur les PN, cet
effet ayant été observé pour de plus faibles concentrations (10® M). Ces résultats, qui devront
étre confirmés lors d’expériences ultérieures, pourraient suggérer I’implication d’un récepteur
de faible affinité¢ pour le VIP, tel que PACI1, dans I’effet du VIP sur les PN. Néanmoins, le
récepteur PACI n’a pas été mis en évidence, a ce jour, a la surface des PN, ces derniers
exprimant uniquement le récepteur VPACI a leur surface (Harfi, 2005). De plus, des études
récentes ont décrit le PACAP comme une molécule pro-inflammatoire pour les PN (Harfi,

2004, 2005). D’autres études seront nécessaires afin de tester cette hypothése.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Un des points marquants de notre travail est la mise en évidence de 1’effet différentiel du
VIP et de la leptine sur 1’apoptose des PN. La comparaison des effets de ces deux
neuropeptides sur I’apoptose des PN, dans le sang total et sur PN isolés de leur environnement
sanguin, a montré, de fagon originale, que la leptine exerce un effet anti-apoptotique médié,
au moins en partie, par la libération de TNFa par les cellules de 1'environnement, alors que le
VIP accélére I’entrée en apoptose des PN par un effet direct, puisque uniquement observé sur
PN isolés. L’effet anti-apoptotique exercé par la leptine permet ainsi de prolonger la survie
des PN et d’assurer une destruction efficace des pathogénes. A I’inverse, le VIP, rapporté
comme médiateur anti-inflammatoire, augmente I’apoptose des PN, jouant ainsi un réle dans
la résolution de I’inflammation. Des études ultérieures devront préciser si 1’effet pro-
apoptotique du VIP est contre-balancé par 1’induction de facteurs anti-apoptotiques dans le
sang circulant. Quoiqu’il en soit, cet effet pro-apoptotique du VIP nécessite une étape
préalable d’activation du PN. Nous rechercherons les mécanismes impliqués dans cet effet et
notamment le role éventuel de la libération mitochondriale de la molécule pro-apoptotique
Smac/Diablo. Enfin, les résultats que nous avons récemment obtenus, montrant un effet pro-
apoptotique du PACAP, apparenté au VIP, devront étre confirmés lors d’expériences

ultérieures et nous conduiront a étudier I’expression du récepteur PACI1 a la surface des PN.
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