DISCUSSION - CONCLUSION

Discussion

Les granulocytes, neutrophiles et éosinophiles, s@st sentinelles de l'immunité innée. lls partictpe

activement & la défense de l'organisme contre ¢gessions extérieures (Lehrer al., 1988. Les granulocytes
contiennent des granules, ou vésicules sécrétoimsenant nombre d'enzymes lytiques et autres atetds de
l'inflammation qui constituent l'arsenal fonctiohres granulocytes (Borregarrd et Cowland, 1997ienBycz et
Lindsay, 1999). Afin d'éviter la perte de leur contecytoplasmique cytotoxique potentiellement daegerpour
l'organisme, le taux de renouvellement des gragtdscest rapide. Trés tot apres leur libératiorsdarcirculation, les
granulocytes entrent spontanément dans un procgbsissologique de mort ou apoptose. Les cellulestranh les
signes précoces de l'apoptose sont rapidemeninélimide la circulation par les macrophages splési(fbavillet al.,

1989 ; Hallet al., 1994 ; Sterret al., 1992 ; 1996 ; Sextoet al., 2004). S'ils ne sont pas activés et recrutés umrsite
inflammatoire, la durée de demi-vie des granulaeylens le sang ne dépasse pas quelques heurdk €Salvi 1989).

L'apoptose constitue un processus nécessaire poumalatien de I'homéostasie cellulaire dans des itond

physiologiques.

Les granulocytes jouent un rble prépondérant dargeveloppement du processus inflammatoire. Bien que
l'inflammation soit un processus physiologiquephénomene peut devenir néfaste en cas de persisirie processus
persiste, il s'amplifie par un mécanisme de réacén chaine causant de nombreux dégats aux tissirereants.
Nombre de maladies ont pour origine un déréglerenine persistance aberrante de l'inflammationlésg: maladies
inflammatoires chroniques (telle que la BPCO) (Barn2003 ; Belvisi et Bottomley, 2003 ; Cataletoal., 2003),
maladies parasitaires (Dombrowicz et Capron, 20@i3ladies inflammatoires a composante allergigeée(tque
'asthme) (Holgate, 1999ktc. Les maladies inflammatoires constituent I'une demmiéres causes mondiales de
mortalité et de morbidité. Dans les pays en voigléecloppement, les maladies parasitaires repergettujours un
probléeme majeur de santé publique (Dombrowicz gir@a 2001). Dans les pays industrialisés, la peéva des
maladies inflammatoires chroniques comme la BPCQasthme ne cesse d'augmenter depuis ces dernizeeses
d'années (Duboiat al., 1998 ; Lopez et Murray, 1998 ; Angbal., 2000 ; Viegiet al., 2003). Il est donc de plus en plus
urgent de pouvoir contréler le processus inflaminatafin de prévenir I'amplification néfaste degrecessus. Tout
d'abord en luttant contre les causes de l'inflarramgpathogenes, allergénes, polluasts). Ensuite, en agissant sur les

mécanismes de l'inflammation en eux-mémes, et mo&rhen ciblant les premieres cellules recrutéssgtanulocytes.

L'inflammation est caractérisée par une accumuldtssulaire de granulocytes. Plusieurs groupe®deerche
ont mis en évidence une corrélation positive eletn@ombre de cellules inflammatoires présente tlatissu enflammé
et la sévérité des signes cliniques associés aalade (Bousquett al., 1990 ; Denburg, 1996 ; Rothenberg, 1998 ;
Vignola et al., 1999). Deux hypothéses ont été proposées poplige&r cette accumulation cellulaire : une
augmentation du recrutement tissulaire et/ou ugelaiion négative du processus de mort spontah@eété montré,
dans le cadre des maladies respiratoires chronigues les cellules inflammatoires pulmonaires s@ftactaires a
'apoptose, suggérant qu'une déficience dans lesanmigines menant a l'apoptose pourrait étre impdiqugns la
persistance de l'inflammation observée dans leadie inflammatoires chroniques (Tsuyekal., 1995 ; Woolleyet
al., 1996 ; Vignolaet al., 1999 ; Kankaanrantet al., 2000 ; Turlejet al., 2001). Il a été observé que la production

excessive de facteurs de survie est souvent assdd@persistance de l'inflammation. La diminutignla concentration
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en cytokines comme elle survient lors de la phaseédolution de l'inflammation, ou I'expression médiateurs anti-
inflammatoires, conduit par contre a l'induction ldmoptose des granulocytes. La résistance a tapeples cellules
inflammatoires pourrait donc jouer un r6le détemmin dans le développement et la persistance deadimal

inflammatoires.

C'est dans la perspective de mieux comprendre Esamsmes moléculaires régulateurs de l'apoptose de
granulocytes que se sont inscrits mes travaux d®gdi. Dans un premier temps nous avons investigwéro, a partir
de neutrophiles isolés de sang d'individus saies,vbies classiques de l'apoptose. Plusieurs itegad'inhibition
pharmacologique des différentes especes molécslianmgiquées dans les voies classiques de I'appjitaspases-8, -9,
-3, -7, VDAC, ANT, Fas/FasL, TNFR/TN&; PPA2, PKCa, -B, -0, récepteurs aux benzo-diazépines, PI&E), se sont
révélées peu fructueuses (résultats non préseaisslel cadre de cette thése). Ces travaisergening nous ont permis
de découvrir deux nouveaux mécanismes régulateairfagoptose des granulocytes. La premiére étudpopée
s'intéressait a l'apoptose spontanée des neugspbidnguins. La seconde démontre I'existence d'oiee anti-

apoptotique inédite et spécifique dans les éositexph

En I'absence de toute activation par des médiateursiflammation, les neutrophiles ont une duréevig trés
courte, de l'ordre de quelques heures (Atletrab., 1961). Bien que l'apoptose joue un rble cemtaals le contréle du
nombre de neutrophiles dans l'organisme, les m&wes moléculaires de I'apoptose des neutrophitenteélusifs.
Actuellement, l'apoptose spontanée des neutropleitsessentiellement expliquée par un changementivkau
d'expression de certaines protéines anti-apoptegicie la famille Bcl-2 (Simon, 2003). Plus récemmeihu et
collaborateurs (2006) ont montré que la désactimatie la voie des protéines PI3K/Akt jouait un rééns I'apoptose
des neutrophiles. Nous apportons une nouvellenaltiee, en démontrant le role des céramides de @pet G, dans
l'activation des caspases-8,-9,-3 et l'inductionl'algoptose des neutrophiles. Nous montrons quedeaz types de

céramides sont générés par la voie de syntiesevo et s'accumulent au cours du temps dans les nailegsp

Les céramides ont été proposées pour participereictdiment a la mort spontanée des neutrophileks wiaie
des récepteurs membranaires a DD (voir introductfapitre 111.2., p. 28, relatif a I'apoptose dearmilocytes). Il a été
montré que les céramides participent & la formatlenradeaux lipidiques membranaires. De tels ndomaines
membranaires facilitent la trimérisation des réeept a DD et leur activation subséquente. La figuggvoir p.28)
schématise le modeéle proposé par Scheel-Toellneslleborateurs (2004a ; 2004b). Modéle dans letpsetéramides
seraient générées suite a l'activation de la ASNasales FRO au niveau de la membrane plasmiquerésdaltats ne
correspondent pas au modele de Scheel-Toellneoletborateurs (2004a ; 2004b). En effet, nous n'avoinservé
aucune accumulation des deux types de céramidegt C,4, suite a l'inhibition pharmacologique des deux $ype
SMases dans les neutrophiles. Plusieurs pistesepewdtre proposées pour expliquer ces différeneesédultats.
Premiérement, des détails techniques, comme panpedes techniques de dosage des céramides esilish effet,
Scheel-Toellner et collaborateurs (2004a ; 2004 )utilisés une méthode indirecte basée sur uretestmatique lié a
la détection du DAGOJAG assay). Cette technique semble moins fiable que la speéitrie de masse pour doser des
céramides et peut générer des faux positifsdGl., 1997 ; Wattst al., 1997). Deuxiémement, I'étude d'autres types
cellulaires a rapporté que les céramides sont §éadpar la voie des ASMases exclusivement suitesiress (Penet

al., 1997 ; Marchesini et Hannun, 2004). Il est gussjue les observations faites par Scheel-Toediheollaborateurs
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Figure 19. Nouveau modéle proposé pour expliquer I’apoptose spontanée des neutrophiles.

Les céramdes sont générées constitutivement par la voie de novo. (A) Dans la moelle osseuse les
cérammdes sont métabolisées en composés anti-apoptotiques (GSL). (B) Dans le sang, le catabolisme des
céramides diminue et ces derniéres s’accumulent dans la cellule. Cette accumulation induit I'apoptose
notamment via I'induction de I’épissage alternatif de Bel-x; en Bel-xg. (C) Enfin au niveau du site de
I'mflammation, les médiateurs de D'mflammation (tels que le GM-CSF) mlibent la synthése des

céramides parmi d’autres actions anti-apoptotiques.
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(2004a ; 2004b) soient plutét le fruit d'une répoasun stress qu'une réelle explication au prosedsumort spontanée

tel qu'il pourrait étre observa situ.

Dans d'autres types cellulaires, I'accumulatiorcéimmides via la voide novo est induite suite a différents
stimuli tant endogénes (TN lymphotoxines, interactions cellulaires;) qu'exogenes (daunorubicine, étopostie),
(Boseet al., 1995 ; Paumed al., 1997 ; Xuet al., 1998 ; Plcet al., 1999 ; Perrgt al., 2000). Dans les neutrophiles, par
contre, il a été montré que cette voie est déjivaaddrs de la différenciation cellulaire depuisside de myélocyte
(Smolenska-Synet al., 2004). Cependant au cours de la différentiaties neutrophiles, les céramides générées ne
s'accumulent pas, elles sont directement métaleslisé GSLs, en LCer, et en divers gangliosides (S1skdeSymet
al., 2004). Ces composés sont progressivement acéanad niveau des membranes des granules en cours de
constitution. Les effets biologiques de ces compasEnt multiples. lls participent notamment a etion de la
NADPH oxydase et a la production de FRO via leesdinpliquant les PI3K, p38 MAPK et PKC (BleichérGabot,
2002 ; Iwabuchi et Nagaoka, 2002). Ces composés é&galement connus pour participer a des procepens
inflammatoires et anti-apoptotiques dans les nehites et autres types cellulaires (Malisan et T2862 ; Bektas et
Spiegel, 2004). Il a été montré que le rapportecoéramides et GLS change au cours de la matumtioreutrophile
(Nojiri et al., 1985 ; Smolenska-Syst al., 2004). En effet, a mesure que les neutrophiledifencient, I'utilisation
des céramides pour la production de GLS se ral@sgiti suggére I'hypothése que I'accumulation dentiéles observée
soit le fruit d'un ralentissement programmé desyemms métabolisant les céramides. Certaines étudked'ailleurs
montré que I'accumulation des céramides est pailisde par une baisse paralléle de I'activité dgllaosylcéramide
synthase (Bourteelet al., 1998 ; Teppeet al., 2000 ; Turzanskét al., 2005), freinant ainsi leur conversion en GCer.
Cette hypothése explique d'autant plus les résuitatenus avec l'inhibiteur de la glucosylcéramsigighase (PPMP) sur
I'apoptose des neutrophiles. L'apoptose spontaeg@elitrophiles pourrait s'expliquer par changerdans le rapport

de force établi entre des molécules pro-apoptaosigoéramides) et anti-apoptotique (GSL).

De facon similaire, les céramides peuvent étre nafitses en sphingosine (par une céramidase) eiters
S1P (par une sphingosine kinase) (voir introductibapitre 11.4.4.4., p.25, relatif aux céramidedeetrs métabolites).
Nos résultats obtenus avec l'inhibiteur de cérasaid®APP) suggérent qu'une partie des céramidesensommeées et
transformées en sphingosine. Ce composé, décrineopno-apoptotique, n'a pas encore été étudiéldameutrophiles
(Tahaet al., 2006). Par contre, il a été montré que le prtadieiia phosphorylation de la sphingosine, la $du un réle
pro-inflammatoire et anti-apoptotique dans les rapitiles (MacKinnoret al., 2002 ; Chihalet al., 2003). L'équilibre
entre céramides et S1P est déterminant dans Iltiodute la mort dans certains types de cellulee(@Ww et al., 2000 ;
Tahaet al., 2006). Aucune étude sur I'évolution de la cotregion en S1P dans les neutrophiles vieillissat#®ncore
été réalisée. Il semblerait judicieux de non sesl#ns'intéresser & une probable stimulation deddyztionde novo

mais aussi d'investiguer les raisons du ralentisgéne I'activité des enzymes qui métabolisentdéeamides.

Le lien entre les trois molécules, céramides, Belet NFKB a été montré dans les cellules dendritiques. En
effet, Kanto et collaborateurs (2001) ont montré tps céramides (générées par la deieovo) inhibaient I'activité de
NF-kB et diminuaient le niveau d'expression de Bclkantoet al., 2001). A la lumiére de nos résultats, et de ceux
rapportés dans ces autres études dédiées aux pielesoet a d'autres types cellulaires, nous pamain modele

complémentaire a celui de Scheel-Toellner (voiurgg 16, p. 28). Dans ce modele, schématisé paiglaef 19,

l'accumulation spontanée et constitutive de cérami@g et G4 dans les neutrophiles est le fruit d'une activité
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constitutive des enzymes de la vaie novo. Ensuite, nous postulons que les céramides nameiit produites, en
agissant sur le facteur de transcription nucléifexB, induisent I'épissage alternatif de 'ARN messamgelant pour
Bcl-x_ vers la forme courte et pro-apoptotique Bglbaquelle méne a l'activation des caspases et¢santolécules

effectrices de l'apoptose. La deuxiéme partie dea#ele alternatif reste cependant a démontrer.

Au niveau du site inflammatoire, la durée de vie deutrophiles est augmentée par la présence féeedifs
médiateurs dont la cytokine pro-inflammatoire GMFO®ouldinget al., 1998). Dans la premiere étude, nous montrons
gue cette cytokine abroge l'accumulation des cé@lesnGe et G4 et prolonge la durée de vie des neutrophiles. Les
mécanismes moléculaires par lesquels le GM-CSFdagi les neutrophiles sont multiples et non enconeplétement
élucidés. Le GM-CSF impliquerait notamment l'acimatde protéines a activité tyrosine kinase, de MAKes
Jak/STAT et de la PI3K (Yousedt al., 1994 ; Brizziet al., 1996 ; Weiet al., 1996 ; Al-Shamegt al., 1998 ; Chang et
Karin, 2001 ; Cowburret al., 2002). Il a été montré que le GM-CSF augmemteiession de deux membres anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2, Mcl-1 et Bgl-@Veinmannret al., 1999 ; Epling-Burnettet al., 2001 ; Mouldinget al.,
2001). Nos résultats, associés a ceux rapportéepautres laboratoires, suggerent que le GM-@8#iti I'expression
de plusieurs protéines anti-apoptotiques tellesBple et Mcl-1 mais inhibe également le processus de spamtanée
en inhibant la synthésie novo des céramides get G, Des lors, nous apportons une nouvelle explicatideffet anti-
apoptotigue du GM-CSF sur l'apoptose des neutrephit complétons notre modeéle de l'apoptose spimtdes
neutrophiles. La maniére dont le GM-CSF inhibecleulation des céramides n'est pas connue. Commgomeé au
paragraphe précédent, la S1P est un métaboliteajpopitotique des céramides. Il a été montré quglR inhiberait
I'apoptose induite par le TNe le f-MLP, etc. (MacKinnonet al., 2002 ; Chihalet al., 2003). Une étude a montré que
l'effet du GM-CSF sur l'apoptose des neutrophilait @boli par un traitement des cellules avec nimbiteur de la
Sphingosine Kinase (MacKinnaa al., 2002). Ceci suggére que le GM-CSF exerceraite$ian en inversant le rapport
de force entre le taux de céramides (pro-apoptesigat de S1P (anti-apoptotique). Cette hypotheseaqit également
expliquer nos résultats quant a l'action du GM-G8F|'accumulation des céramides. Des expériermaplémentaires
sont nécessaires pour mieux comprendre l'importedageotre découverte parmi les événements moléeslassociés a

I'effet anti-apoptotique du GM-CSF sur les neutitgsh

Comme développé dans lintroduction (chapitre II.@.28, relatif a l'apoptose des granulocytesy, le
neutrophiles expriment constitutivement le récepéeDD, Fas (Lilest al., 1996 ; Iwaiet al., 2003). Il a été montré que
l'activation de Fas par des anticorps agonisteparuliaison avec la forme soluble de son ligandagtly accélére
I'apoptose des neutrophiles (Ivetial., 2003). Nos résultats confirment ceux obtenusdmtémment. Cependant, il n'y a
pas de modification des taux de céramidgse€G,4 dans ce contexte. Ceci suggéere que les mécanianiésulaires de
mort consécutifs a l'activation de Fas sont inddpats et complémentaires a ceux impliqués danotaspontanée de
neutrophiles.

Le rble déterminant des caspases dans l'apoptoatagge des neutrophiles reste sujet a débat. Bry ibfl été
montré que les neutrophiles peuvent exhiber lggnsties morphologiques et biochimiques de I'apoptoseoce dans
un contexte ou les caspases ne sont pas activeei(ktaal., 2001 ; Mecklenburght al., 2002 ; Maiansket al., 2003 ;
Parket al., 2007). De plus, la plupart des tests d'activatie caspases commercialisés nécessitent unecijgiaice, ce
qui dans le cas de granulocytes est véritablemenprableme. En effet, la lyse cellulaire signifie liaération et

l'activation des nombreuses enzymes séquestrées ldangranules. Méme si des inhibiteurs de proséasede
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phosphatases sont ajoutés au tampon de lyse,éViglgnt qu'une lyse cellulaire a des effets néfastrr l'intégrité et le
statut "inactif* des pro-caspases. C'est pour geit®n que nous avons choisi une méthode noudelldétection de
l'activité des caspases, sans lyse cellulaire. Mdgsltats montrent une faible activité des caspa€es résultats
corroborent des expériences préliminaires (nonepitégs dans ce travail) au cours desquelles naaesatraité des
neutrophiles avec des inhibiteurs de caspasegaaass avoir pu observer de différence significatie la durée de vie
des cellules traitéegersus non traitées. Le réle des caspases dans la mortasggendes neutrophiles nécessite de plus

amples investigations.

Beaucoup de lignées cellulaires cancéreuses saattéasées par une déficience dans les mécanismes
régulateurs des enzymes qui métabolisent les céesmCes dérégulations participent, en outre, aaloigpement des
tumeurs et au processus de métastase (Kolesni@R, ;2Perry et Kolesnick, 2003 ; Reynoktsal., 2004). Le contrble
du métabolisme des céramides apparait donc deeplpdus comme une cible de choix dans le traiterderntertaines
maladies tumorales telles que les cancers de H&agheo du sein, du colon, et du poumon, ainsi guias lymphomes
et certaines leucémies. Egalement, il a été monie dps drogues chimiothérapeutiques ont un effectdsur la
concentration endogéne en céramides. Ces drogissemapsur la synthesie novo des céramides inhibent les enzymes
du catabolisme des céramides. Cependant, ces draguiede nombreux autres effets. |l serait donér@ssant de
développer des drogues plus spécifiques telles dpsemolécules analogues des céramides ou destéuingbides
enzymes du catabolisme. Notre étude suggére qdévieloppement de telles molécules pourrait aussngttre une

meilleure régulation de l'inflammation (OgretmerHeinnun, 2001 ; 2004).

Les sous-populations granulocytaires présentes danse inflammation sont en représentation variahie
fonction de divers facteurs : nature de l'agerddti€ux, composante allergique, composante gémgétiqudn distingue
deés lors des inflammations neutrophiliques telles gelle rencontrée dans la BPCO (Bousgtiat., 1990 ; Denburg,
1996) et des inflammations & éosinophiles souvaractéristiques des inflammations allergiquestedige I'asthme ou
la rhinite allergique (Holgate, 1999 ; GelfandP2D Ces différences de sensibilisation, de reorate et d'activation
observées entre les neutrophiles et les éosingphdat dus au fait que ces cellules répondentrdifitnent a des
facteurs régulateurs de leur durée de vie tantgauls (TNFa, 1I-5, etc) qu'exogenes (glucocorticoides, cyclosporine
A, etc) (Cox, 1995 ; Meaghett al., 1996 ; Barnes, 2003 ; Belvisi, 2004). D'un paletvue thérapeutique, il semble
donc intéressant de pouvoir identifier des ciblé&mntielles pour chacun des types de granulacyi@e plus, les
éosinophiles ont une durée de vie sensiblementlphgaie que celle des neutrophiles Il est donc gistEbqu'il existe
certaines différences dans les processus d'apoptsiacun de ces deux sous-types granulocytdiresrait donc
intéressant de réitérer la présente étude surélesnides avec des éosinophiles et d'étudier ledédecéramides dans
l'apoptose spontanée des éosinophiles. Dans ualenotirin d'asthme, il a notamment été montré guaitement par
injection intra-péritonéale argalactosyl-céramide (GCer) stimule les cellulesTN@Natural killer T-cells) qui vont
inhiber drastiguement la réaction allergique erré&éat de I'lFNy, une cytokine connue pour inhiber l'activation des
lymphocytes Th (Matsudaet al., 2005 ; Morishimaet al. 2005). Le GCer diminue également I'éosinophilienBu'il
soit peu probable d'observer les mémes résultas omme étant donné que la quantité relativecedlales NKT
dans les poumons d'individus asthmatiques estiénigr a 2 % (Vijayanand al., 2007), un traitement avec des dérivés
de céramides pourrait affecter les cellules immue#ies que les cellules dendritiques, les neuitegptet les cellules

NKT. En plus, leurs effets sur les cellules épitlék seraient inverses puisqu'il a été montré guaugmentation du
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taux de céramides dans des cellules épithélialémgmaires les protégeait de I'apoptose induite motant par le
monoxyde d'azote (Castilkt al., 2007).

L’augmentation de la survie des éosinophiles coméria 'accumulation de ces cellules effectricesitel de
linflammation allergique (Walkeet al., 1991 ; Simon et Blaser, 1995 ; Simenal., 1998). En dépit de leur role
important dans la physiopathologie de I'allerges mécanismes précis par lesquels les éosinopbiksient leur mort
programmée spontanée dans les désordres allergitprespas encore été complétement élucidés. Datre seconde
étude, nous avons identifié une nouvelle voie @#goe de l'apoptose spécifique des éosinophiléséen par
I'engagement de CD40. Dans un premier temps, namsaonfirmé les travaux d’Ohkawara et collabanst€1996), a
savoir que (i) les éosinophiles expriment CD40wx kurface, et que (ii) I'activation de CD40 augmeeleur survie.
Ensuite nous démontrons que I'augmentation de hesadies éosinophiles suite a I'engagement de C24fais via
I'expression de c-lIAP2. Enfin, nous fournissons éeslencesn vivo sur I'expression de c-lIAP2 induit par CD40 dans

des éosinophiles présents sur le site de I'inflationallergique.

Ohkawara et collaborateurs (1996) ont rapportélgsi€osinophiles sanguins provenant de patierdggajues
expriment CD40 et que les IgA-lc augmentent I'egpren basale de CD40 dans ces cellules. Nos résdiféerent.
Premiérement, comme nous le démontrons par desiexpés d'immunodétection et de cytométrie en fladprotéine
CD40 n’est pas directement détectable sur les éphiles fraichement isolés a partir de sang, diiddis sains ou
allergiques. Nos travaux indiquent également ge€tesinophiles sanguins placés en culture exprisporttanément du
CD40 a leur surface apres 24h de culture. Deuxiéangndans leur étude, Ohkawara et collaborate@@6)lont montré
que, comparés aux éosinophiles fraichement isbéégqression de CD40 était substantiellement augésedans les
éosinophiles sanguins placés en culture pendantebh8présence des IgA-lc. Cependant, la comparaasea des
éosinophiles contrdles, placés en culture 18h eerate des IgA-Ic, n'a pas été réalisée. En effet, résultats ont
montré que les IgA-Ic sont incapables d'affectetalex d’expression de CD40 dans les éosinophilegusas et que les
IgA-lc ne modulent d’aucune maniere cette expressimoutes ces observations suggérent qu'il s’agis pd’'une
expression spontanée de CD40 plutdt qu’'une indugtar les IgA-Ic qui a été observée aprés 18h Hereln vitro par

Ohkawara et collaborateurs (1996).

L'IFN-y et le GM-CSF sont des inducteurs potentiels aeri&ssion de CD40 dans divers types cellulairesn Bi
gue les éosinophiles possedent a leur surfacé&depteurs pour ces deux cytokines, elles n‘augmigpds 'expression
de CD40 a leur surface. Cela laisse suggérer quentxanismes moléculaires par lesquels [yF&t-le GM-CSF
induisent I'expression de CD40 sont déficients daastosinophiles ou que I'expression de CD40 estimmalement
induite par d'autres mécanismes constitutifs. Lastjop de savoir ce qui induit I'expression de CDO#hs les
éosinophiles reste ouverte. En effet nos résultatewex d'Ohkawara et collaborateurs (1996) indigadairement que
de tels stimuli sont aussi bien présents dans lieumile culturein vitro quin vivo au site de l'inflammation. De plus

amples investigations sont nécessaires pour lasifige.

Nos résultats montrant que I'activation de CD4@iindn délai de I'apoptose des éosinophiles onfircoé les
résultats d'Ohkawara et collaborateurs (1996). Briéne assez interpellante, I'inhibition de la gaesauto-interaction
CD40-CD40L entre éosinophiles, par mode auto- @aguane, ne semble jouer aucun rdle sur la suregeébsinophiles.
La stimulation de CD40 est connue pour augmentsuitgie des lymphocytes B via I'induction de plusseprotéines

anti-apoptotiques comme Bcj-et Bfl-1/A1 (Leeet al., 1999). Bien qu'il soit également connu que latgine anti-
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apoptotique c-IAP2 est induite par l'activation @40, aucun lien direct n'a encore été mis en @cielentre cette
induction et 'augmentation de la survie des cefB (Craxtoret al., 1998 ; Akyurelet al., 2006). Les protéines de la
famille des IAP sont connues pour supprimer I'apeptinduite par divers stimuli et ce dans plusigypss cellulaires.
Ces protéines interférent a différents niveaux darmsascade apoptotique. Par exemple c-IAP1 etR2I8e lient a la
protéine TRAFF2 qui est essentielle pour I'activatio facteur transcriptionnel NéB, facteur qui induit I'expression de
génes anti-apoptotiques. En outre c-IAP1 et c-188¥& également des inhibiteurs directs des caspéfeetrices -3 et -
7. Dans notre cas, par immunodétection et la enéate cellulesknockdown pour c-IAP2, nous montrons de maniéere
irréfutable que l'activation de CD40 protége lesidaphiles de la mort par apoptose, et ceci enepgrfice a l'induction
de I'expression de c-IAP2. De plus, l'analyse ebepfession de c-IAP2 dans la fraction cellulairesgatum riche en
éosinophiles montre une corrélation évidente detréveau d'expression de c-IAP2 et le taux d'désiiles. Ceci nous

fournit une sérieuse évidence quant au role deR2Idans la persistance de I'inflammation éosinmplal

La contribution de linteraction CD40-CD40L dans flammation allergique des voies respiratoires a été
étudiée chez des souris déficientes en CD40 ou CDd8s études rapportent des conclusions contoadist En effet
si Lei et collaborateurs (1998) concluent que hatibn CD40-CD40L joue un role essentiel dans lesttdppement de
l'inflammation allergique, Hogan et collaborate(r897) et Mehlop et collaborateurs (2000) proposeset |'interaction
CD40-CD40L n'est pas nécessaire au développemeamtideinflammation. Il est probable que cette défice entre ces
conclusions provient des protocoles expérimentdilisés. En effet, Hogan et collaborateurs (1997)Methlop et
collaborateurs (2000) ont mesuré le degré d'éohilieun jour aprés exposition des souris a I'ghee. A ce moment,
le degré d'éosinophilie des souris CD4 CD40L" est haut et équivalent & celui trouvé chez lesissauvages. Lei et
collaborateurs (1998), pour leur part, ont meserédgré d'éosinophilie 72 h aprés le challendallargene. A ce
moment, les souris CD40montrent une réduction significative du pourcentdg®sinophiles présents dans les voies
respiratoires comparées aux souris sauvages. Ruisqs résultats et ceux d'Ohkawara et collabormtélL®96)
démontrent une survie augmentée des éosinophikesasleur stimulation par CD40-CD40L, les résul@ti¢enus avec
les souris CD40 et CD40L" s'éclaircissent et soutiennent désormais un modéiéeraction CD40-CD40L n'intervient
pas au début du développement de I'éosinophilieopreée aprés exposition a un allergéne, mais esitpequise pour
le maintien de cette inflammation.

Récemment, il a été montré que les éosinophildgésisa partir de sang de patients atteints du symelro
hyperéosinophilique ont une expression augmentéepd®éines c-IAP2 et survivine (famille des IAR).vitro, le
traitement d’éosinophiles sanguins provenant detsgains avec de I'll-5 et -3 augmente le niveayptession de ces
deux protéines. Vassina et collaborateurs (2006jnomtré que I'effet anti-apoptotique induit palAR2 et la survivine

se traduit par une inhibition de I'activité de Espase-3.

CDA40L est exprimé par différentes cellules immunest des lymphocytes ThCellules reconnues comme les
chefs d'orchestre de la réaction allergique. Lawplyocytes Th sont les principaux producteurs de GM-CSF, ¢ bt
de I'l-3 (Holgate, 1999). Cytokines qui augmentémtsurvie des éosinophiles et contribuent ainsjdment a
l'accumulation des éosinophiles au site de l'inflation dans les maladies allergiques (Walkeal., 1991 ; Simon et
Blaser, 1995). Il est donc évident que pouvoir ecthpé ces cytokines d'agir serait utile dans la lufism de
l'inflammation. En outre, il est connu que CD40L dre au développement de 'inflammation allergigopgamment en
activant les cellules dendritiques (Gilliet al., 2003), en inhibant l'action immunosuppressive benphocytes T

régulateurs (Treg) et en orientant la commutatsmtypique vers les IgE dans les lymphocytes B (Sgait., 1986 ;
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Banchereauat al., 1994 ; Cawet al., 1994 ; Kehry, 1996). Dés lors, nos résultats remeouragent a postuler que CD40,
CD40L et c-IAP2 peuvent étre des cibles pharmacqlags clés en vue de contrdler plus efficacemaritafnmation

allergique.
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