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Résumé :La régulation de la vie des éosinophiles par le méoze de mort programmée cellulaire qu’est I'apseto
procure un équilibre judicieux entre leur fonctiole cellules effectrices dans la défense de l'osgaai et le
renouvellement sécurisé de ces cellules potentielid dangereuses. L'apoptose spontanée constitugraoessus
nécessaire pour le maintien de I'homéostasie ddéalese immunes, telles que les éosinophiles. L’imftaation
allergique, telle que I'asthme, est caractérisédeupa accumulation tissulaire excessive d'éosirlephDes altérations
dans les mécanismes de I'apoptose spontanée desmokes ainsi que la production excessive desfarst de survie ont
été proposées comme étant responsables en pad#td@ccumulation. La diminution de la conceriragn cytokines
comme elle survient lors de la phase de résola@bhinflammation, ou I'expression de médiateursi-arflammatoires,
conduit par contre a l'induction de I'apoptose desinophiles. Il a été montré que I'induction tipénatique de la mort
des éosinophiles réduit I'inflammation allergiques objectifs de cette revue sont (i) de résumerctemaissances
actuelles liées aux mécanismes moléculaires quilegy I'apoptose spontanée des éosinophiles, @i)résumer
brievement les moyens thérapeutiques actuelleménmtlappés pour lutter contre l'inflammation allepge via
l'induction de la mort des éosinophiles.

Mot-clefs: Eosinophile, apoptose, inflammation, cytokine
Title : Eosinophil apoptosis : potential therapeutic tarfygetthe treatment of allergic inflammation

Summary : Regulation of eosinophil life span by apoptosigviites a fine balance between their function ascéff
cells of host defence and a turnover of these piatnharmful cells. Apoptosis is thus necessapy maintain
physiologic cellular homeostasis. Allergic inflamiioa such as asthma is characterised by an exeeasoumulation of
tissue eosinophils. Dysregulation of eosinophilgipsis and excessive production of eosinophil-saiviactors have
been proposed as key mechanisms implicating sutammatory responses. Induction of eosinophil apsistoccurs
when there is a withdrawal in cytokines in the heson phase of inflammation, or when there is aoréase in the
expression of anti-inflammatory mediators. Impotiigrtherapeutic induction of eosinophil apoptdsés been showed
to reduce allergic inflammation. The aim of thisviesv is (i) to summarise the principal molecularcamanisms and
regulatory components of spontaneous eosinophiptapis, and (ii) to summarise the mode of actiorthefrapeutic
agents modulating allergic inflammation via theuotion of eosinophil apoptosis.

Liste des abréviations

Bcl-2: B-cell leukemia/lymphoma 2-lik€D40L : CD40 ligand; DP : récepteur aux prostanoeERK :extracellular-
regulated kinaseEP, . récepteur aux prostanoides E-2; FasL : Fas ligaGgiRF : récepteur de type Il de la région
constante des immunoglobulines G; FRO : forme néactle l'oxygéne; GC : glucocorticoide; GM-CSF :
granulocyte/macrophage-colony stimulating factéfR : récepteur a I'histamine; IAP : protéines intribes de
I'apoptose; IgG : les immunoglobulines G; IL : idgarkine; LT : leucotriéne; LThx : lymphocytes T auxiles de type
X; MAPK : mitogen-activated protein kinas&/EK : mitogen-activated protein kinase kinaddst : gerile 20-
homologues kinaseBlF-kB : facteur de transcription nucléakB; NOS : NO synthase; PDE : phosphodiesterase; PG :
prostaglandine; PKA/B : protéine kinase A/B; P13-ikhosphatidyl-inositol-3 kinase; PPAReroxisome-proliferator-
activated receptQrRCPG : récepteur couplé aux protéines G; STATgnasitransducteur et activateur de transcription;
TGF: facteur de croissance tumoral; TNF/NGEmor necrosis facténerve growth factgrTRAIL : ligands similaires
au TNF induisant I'apoptose
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Eosinophilie et apoptose

L’éosinophilie est une caractéristique majeure déammations pulmonaires a composante allergigile qee
'asthme ou la rhinite allergique, maladies pousqigelles la prévalence n'a cessé de s’'accroitres dizm pays
industrialisés au cours de ces derniéres dizailmées. Il a été montré dans I'asthme que I'affliéosinophiles au
niveau des voies respiratoires est proportionrial gévérité de la maladie démontrant le role esdete ces cellules
dans le développement et le maintien de ce typdlaimmation (1). Il a été proposé que l'inhibitide la mort cellulaire
programmeée, apoptose, des éosinophiles constitéyémement clé dans le développement, le maintiEnrésolution
de I'éosinophilie dans les maladies a composamteggjue (2, 3). Corollairement, il a été suggéue dinduction
thérapeutique de l'apoptose des éosinophiles pbugtee un moyen de lutter contre l'inflammatiort, @us
particulierement l'inflammation a éosinophiles.

Dans la circulation, et en l'absence de signaux-ipifammatoires, les éosinophiles vieillissants rent
spontanémengu bout de quelques heures (18-36 h), en apojitaseort par apoptose est un mécanisme cellulaire qui
contrairement a d’autres types de mort cellulatie tque la nécrose, permet I'élimination des éaysiiies en évitant la
libération de leur contenu cytoplasmique cytotorigtile déclenchement subséquent d’une réactiominfiatoire.

L'éosinophile apoptotique

Bien que témoins tardifs, les caractéristiques moiggiques (la perte du volume cytoplasmique, lajimn
d’anomalies mitochondriales, la condensation extré&a la chromatine, la disparition de l'enveloppelérire) et
moléculaires (I'externalisation du sphingolipideopphatidylsérine depuis le feuillet interne verelgillet externe de la
membrane plasmique, la fragmentation du noyau &agmentation précise de 'ADN nucléaire) restdes éléments
majeurs de la reconnaissance d'un éosinophile afmppt. En fin de processus, la cellule se décomposeorps
apoptotiques, vésicules membranaires contenantyleplasme et les organites cellulaires dégradés Gmps
apoptotiques sont phagocytés non seulement pandesophages mais également, contrairement auxopdils, par
les cellules épithéliales des voies aériennes mupés et inférieures (4). Le processus d'élimimaties éosinophiles
apoptotiques par phagocytose est un événementiemsitant que le processus apoptotique car il pediéviter un
processus de nécrose secondaire impliquant daissdeenvironnant la libération du contenu cytopliggie cytotoxique
et pro-inflammatoire. D’un point de vue thérapeudigil est donc important de veiller & non seulenagir sur la mort
des éosinophiles mais également sur leur éliminatonédiate, afin d’éviter d’amplifier I'inflammatn.

Mécanismes moléculaires impliqués dans I'apoptospantanée des éosinophiles

D'un point de vue moléculaire, le processus de npart apoptose, aboutit a la transactivation d’eregym
protéolytiques particulieres appartenant a la fentiés cystéines-aspartates protéases, les cagppdass caspases ont
la capacité de s’activer mutuellement et d’entanmeprocessus d’activation en chaine. Certainesiomble régulateur
et d’autres sont dites effectrices car, une foisvées, ces caspases sont directement impliquées ldadégradation
protéolytique irréversible des constituants ceifelqui donne a la cellule sa morphologie apopbeti Les caspases-3,
-6, -7, -8 et -9 ont été détectées dans les édsiesp Cependant, bien que I'apoptose spontanééasd@sophiles puisse
étre ralentie par I'utilisation d'inhibiteurs despases, il a été montré que les caspases-3 etséhhpas nécessaires a la
mort spontanée des éosinophiles (6-8). Dans lesdsles, le processus exact d'activation desassespmenant au
délabrement cellulaire caractéristique de I'apopteste a découvrir.

Actuellement, deux hypothéses moléculaires onpéiposées pour expliquer le caractére spontané dmit
des éosinophiles. D’'une part, I'hypothése extrinséopy le processus de mort est déclenché parisariae ligands
spécifiques (solubles ou membranaires) a des Eoeptransmembranaires exprimés a la surface deslgrcytes. Ces
récepteurs, tels que Fas, appartiennent a la sapdte des récepteurfumor Necrosis Factémerve growth factor
(TNF/NGF). Cependant, si cette hypothése peut exglita mort spontanée des neutrophiles (9), lates. ont montré
gue des éosinophiles fraichement isolés du samipeés en culture n'expriment pas spontanémengémd de Fas
(FasL) (10). L'hypothése extrinseque ne constituacdpas la principale explication de la mort spoétardes
éosinophiles (10).

L'autre hypothése proposée, dite intrinséque, sigupl par I'apparition progressive au cours du tedips
déséquilibre spontané entre facteurs cellulaires pt anti-apoptotiques et ce, en faveur des poptapiques. Les
molécules régulatrices de I'apoptose que sont kesilines de la famill®-cell leukemia/lymphoma 2-likBcl-2) sont
particulierement impliquées dans I'apparition deléséquilibre pro-apoptotique intrinséque. Parsiniembres de cette
famille ont été identifiés, dans les éosinophitast des protéines pro-apoptotiques (Bax et Bidamjisapoptotiques
(Bcl-2, Bel-x, Mcl-1, Al). Celles-ci ont la capacité de s’assoq@our former des homo-, hétéro-di(-multi)-métess
interactions entre membres Bcl-2 pro-/anti-apoptas contrblent la libération de facteurs pro-apiigpies séquestrés
notamment dans I'espace mitochondrial intermemire(il).
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La protéine pro-apoptotique Bax existe sous deuxndésr cytosolique (Baxc) ou membranaire (Baxm),
discernables par immunodétection. Au cours du sace apoptotique, Baxc subit un changement de woafimn,
libérant un domaine protéique d’ancrage membrarise relocalise au niveau de la membrane mitabfeda externe.
Il a été montré que les éosinophiles de la cirmraexpriment de grandes quantités de Bax et querfae Baxm
augmente progressivement et spontanément au caursngs. De plus, sa relocalisation au niveau dedanbrane
mitochondriale en altére la perméabilité et la citrre, facilite la libération de facteurs pro-amtigues comme le
cytochrome c depuis I'espace inter-membranaireahdadrial vers le cytosol et accélére I'activatitas capases-9 et -3
(12).

La protéine Bcl-x existe sous deux variantes issll@s épissage alternatif, I'une, longue et antiftptque
(Bcl-x,) et l'autre, courte et pro-apoptotique (Bglx_es éosinophiles de la circulation expriment dendes quantités
de Bcl-x. Il a été montré que le niveau d'expression dexBdiminue progressivement & mesure que les éosilesphi
placés en culture, vieillissent. En outre, notreigga montré que, dans les granulocytes placésuitmre; Bcl-x,
apparait progressivement au détriment de la varianti-apoptotique, BclyX(7, 8, 13).

D’autres familles de molécules semblent impliquéess I'apparition d’un déséquilibre apoptotiqueiirseque.
Entre autres, p38-MAPK (famille desitogen-activated protein kinagMAPK)) et Mst-1/2 (famille desnammalian
sterile 20-homologues kinasespnt constitutivement actives dans les éosinophiedlissants. Leur inhibition
respective réduit et augmente la survie des éolitespplacés en culture (8, 14).

Un déséquilibre spontané et progressif entre mt#éanxydantes (JD,, NO, ...) et anti-oxydantes (catalase,
...) peut également constituer une explication ®papse spontanée de I'éosinophile (8).

Enfin, récemment, il a été montré que I'apoptosentgy@e des éosinophiles pourrait étre expliquéelgar
diminution au cours du temps de I'expression dAR-tjui appartient a la famille des protéines inhités de I'apoptose
(IAPs) ; son réle serait d'inhiber I'activité dedapase-3 (15).

Modulation de I'apoptose des €osinophiles par desédiateurs endogénes

Le tableau 1 répertorie les principaux facteurs igine endogéne rapportés pour jouer un rble régutatians le
processus d'apoptose des éosinophiles.

Granulocyte/macrophage-colony stimulating factotetleukine -3 et -5

Le Granulocyte/macrophage-colony stimulating facdf@M-CSF), l'interleukine (IL)-3 et -5 sont des dyittes
impliquées dans la réponse immune allergique otdepar les lymphocytes T auxiliaires de type 2 @)Lt sont
actuellement les cytokines anti-apoptotiques lemumgtudiées chez I'éosinophile. L'IL-5 a une actipécifique sur les
éosinophiles contrairement au GM-CSF et I'lL-3 aquant impliqués dans des mécanismes de différenmiadi
d'activation d’autres types cellulaires (16). Laduction autocrine d’'IL-5/GM-CSF par les éosinophiést induite et ne
s'observe que dans un contexte inflammatoire. Lasptéurs pour ces cytokines sont des diméres c@npbisne sous
unité B commune et d'une sous-unétéspécifique pour chacune des cytokines (2, EX)vivo,il a été montré que les
niveaux d'expression de I'lL-5, -3 et GM-CSF solnispmportants dans les voies aériennes de patwstiisnatiques que
chez des sujets sains et sont positivement coradkés la fréquence des éosinophiles non-apoptatiginsi qu'avec le
degré de sévérité de I'asthme (7).

Comme le montre schématiquement la figure 1, la-smité3 commune aux récepteurs a I'lL-3, -5 et GM-CSF
est étroitement associée avec les protéines tgddmases Lyn et Syk. Constitutivement exprimées daible niveau
dans les éosinophiles, I'expression de ces deaséiest rapidement augmentée aprés stimulatior’&v8/GM-CSF-.
L'utilisation de séquences nucléotidiques antisengégs contre les ARN messagers de Syk et Lyn engpEaction
anti-apoptotique de I'IL-5.

Constitutivement associées dans les éosinophilesaus unitéf et IL-5Ru, les protéines tyrosines kinases
Jak-1,-2 sont activées apres stimulation avec3IGM-CSF. Ces protéines activent par phosphoryldas facteurs de
transcription nucléaires STATs (signal transducttuactivateur de transcription). Il a été déctiedIL-5 active les
facteurs de transcription STAT-1, -3 et -5 danséasinophiles (6). Cependant, le réle des STATs dapsptose des
éosinophiles reste a découvrir (8, 14).

L'analyse de I'expression différenciée de 2409 géféssinophiles traités ou pas a I'lL-5 a montrégpés une
heure de traitement, 80 génes ont une expressidalé®d'au moins deux fois leur niveau basal. Paemigenes, 4 sont
décrits pour étre impliqués dans des processuspafitotiques dans d'autres types cellulaires : B,ARim-1, DSP-5
et CD24. Cependant, leur rble dans l'apoptoseédsitiophile n'a pas encore été étudié (18).
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Dans les éosinophiles, il a été montré que le sigaasduit par I'IlL-5 active différentes protéind&\PKs. Il a
été rapporté que suite a une stimulation d’éosiieplpar I'IL-5, la protéineextracellular-regulated kinaséERK)-1/2
est activée via la cascade d'activation Ras-Rafthgen-activated protein kinase kina@éEK). La transfection
d’éosinophiles avec un vecteur exprimant une fohumemaine mutée dominante négative de la protéine(fiRas) ou
leur traitement avec des inhibiteurs spécifiquesiisent I'activité ERK-1/2 et diminue I'effet anpeptotique induit par
I'lL-5. Cependant, le role anti-apoptotique de dégevdes MAPKSs dans I'éosinophile est sujet a cortse. En effet, il a
été montré que des éosinophiles stimulés avec BMSCSF et traités avec des inhibiteurs spécifiqdes protéines
MEK et p38-MAPK ont une activité des ERK-1/2 dimieu@ais que leur survie n’est pas modifiée (8, 14).

La protéine tyrosine phosphatase SH2 (SHPTP-2) @trta@sines associées Grb2 et shc participent égalein
la transmission du signal induit par I'lL-5. L'inkibn de I'expression de SHPTP-2 par l'utilisatiom s&quences
nucléotidiques antisens, inhibe l'activité ERK eslavie des éosinophiles stimulés par I'lL-5, ceagpporte un élément
supplémentaire a la thése impliquant ERK dans leaside survie induit par I'lL-5 (8, 14).

L’activité constitutive de p38-MAPK dans les éosihibgs n’est pas modulée par un traitement a I'IL-5.
Corollairement, une modulation de I'activité de f@8PK par I'utilisation d'inhibiteurs spécifiquesraucun effet sur
la survie prolongée des éosinophiles stimulés par5! Cependant,in vivo, il a été montré que linhibition
pharmacologique de p38-MAPK réduit I'éosinophiliez des patients asthmatiques et que parallélereéatinhibition
réduit le taux de Bcl-2 présent dans les éosineplie patients asthmatiques (8, 14).

Alors que la voie de signalisation impliquant latgine kinase phosphatidyl-inositol-3 (P13-K) etplatéine
kinase B (PKB)/Akt est connue pour son role antfptique dans d'autres types cellulaires y compssneutrophiles
(9), et bien gu'il ait été montré que I'lL-5/GM-CSd€tive ces kinases dans les éosinophiles, il anétéré que cette
voie de signalisation ne joue pas de réle dansridesinduite par I'lL-5/GM-CSF (8, 14).

In vitro, il a été montré que le délai de survie induit par traitement IL-5/GM-CSF se transmet via
l'augmentation du niveau d'expression de I'ARN mgsset des protéines Bcl-2 et Bel-Cependant, cette expression
augmentée de Bcl-2 et de Bgl-#st sujet a controverse (7, 8, 1RX vivg il a été montré que les éosinophiles isolés a
partir d’expectorations induites de patients sauiffrd’asthme et de syndrome d'hyperéosinophiligrigent un niveau
de Bcl-2 élevé et que dans I'asthme, ce niveaupdé&ssion était corrélé avec le taux d’IL-5 et alesévérité de la
maladie (19).

Le traitement d'éosinophiles avec IL-5/GM-CSF ne ifimgas le niveau d'expression de Mcl-1 et de BAX
mais inhibe sa relocalisation membranaire mitochiate] la libération de cytochrome c et |'activaticonsécutive des
caspases-9,-3, -7, -6, -8 (12).

Récemment, il a été montré que les éosinophildésisa partir de sang de patients atteints du symelro
d’hyperéosinophilie, ont une expression augmenésepdotéines c-IAP2 et de survivine, (famille d&B3).In vitro, le
traitement des éosinophiles sanguins provenantjgésssains, avec de I'lL-5 et -3 augmente le nivdaxpression de
ces 2 protéines. Vassir al (15) ont montré que I'effet anti-apoptotique n#égar c-IAP2 et la survivine inhibe
I'activité de la caspase-3 .

Interleukine -4 et -13

Les éosinophiles expriment a leur surface les réceptpour I'lL-4 et I'lL-13 dont une des sous-ésitest
commune (2, 17)n vitro, le réle de ces deux cytokines sur la survie dsméphiles est sujet & débats (2, 8). Par contre,
des observations menéesg vivo sur des patients asthmatiques, ont montré un affgtinflammatoire de I'lL-4,
notamment en réduisant I'éosinophilie. Il a été trdgue les quantités relatives d'IL-5 et -4 amse leurs périodes
d'expression au cours de l'inflammation jouentI®wolution de I'éosinophilie locale (8). Cet édjoie quantitatif et
temporel entre cytokines pro-/anti-inflammatoiresipait donc déterminer le destin des éosinophiles.

D’autres interleukines semblent jouer un role suvie des éosinophilek vitro, I'lL-9 augmente la durée de
vie d'éosinophiles isolés du sang de sujets sam$induction de I'expression de IL-BR(21). Bien que I'effet pro-
apoptotique direct de I'lL-12 sur I'apoptose deoBéophile soit sujet a discussion, il a été modiés un modeéle murin
d'asthme qu'un traitement a I'lL-12 inhibait la oépe allergique en réduisant la réaction d'hypsilite et
I'éosinophilie (22). Le rapport entre les cytokinésivées des cellules dendritiques (IL-12) etcigekines dérivées de
LTh, (IL-5, GM-CSF), semble déterminant dans la sudés éosinophiles et le développement de I'éosihephi

Le facteur de croissance tumor# -

Le facteur de croissance tumoral (TGFduit, in vitro, I'apoptose des éosinophiles stimulés avec de)'Hs
ou du GM-CSF. Il a été montré qu'un traitement alesdoses élevées d'IL-5 supprime l'effet pro-tmtiogppie du TGF-
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B. Ceci suggere l'existence) vivo, d'un équilibre entre ces cytokines, aux effeta@mnistes, sur la survie des
éosinophiles. Le mécanisme moléculaire par lequetraesmet le signal du TGE-implique linhibition de la
phosphorylation des protéines tyrosine kinase Lgk;2) et de la protéine sérine-thréonine kinase MARK (7). In
vivo, le TGFf est largement exprimé dans les éosinophiles pigstams les voies aériennes lors d'inflammations
chroniques. Ceci suggeére que le TEpeurrait jouer un réle dans la modulation de [orse inflammatoire (2).

Membres de la famille TNF/NGF

Comme le montre la figure 2, plusieurs membresadiamille de récepteurs au TMFNGF sont associés au
contrdle de la survie des éosinophiles. Parmi éespteurs, Fas (CD95, APO-1) est le plus étudiénr@® plusieurs
membres de cette famille, Fas est caractérisé panatif extracellulaire riche en résidus cystéieepar un domaine
intracellulaire "de mort"In vitro, l'activation de Fas avec un anticorps agonistavae la forme soluble de son ligand
spécifique, sFasL, induit I'apoptose des éosinophiia I'activation des caspases-8 et -3. Il a éthtré que la
mitochondrie ne participe pas a la transmissiosigonal de mort induit par Fas. L'effet pro-apopiag de I'interaction
Fas/FasL peut étre ralenti par un traitement a% ket par I'élévation des taux intracellulaires denoxyde d’'azote (NO)
ou dAMP/GMPcycliques. L'induction de l'apoptose s a également été mise en évidemceivopar I'étude de
polypes nasaux eh vivo dans des poumons de souris (7, 8). L'utilisatiomhiliteurs spécifiques et de séquences
nucléotidiques antisens a montré que le signalitinehr Fas provoque la phosphorylation de plusiguegéines intra-
cellulaires dont la protéine tyrosine kinase Lyn.pdacessus de résistance ou de désensibilisatiactization de Fas a
été observé dans I'étude de I'éosinophilie assauiédéveloppement de polypes nasaux. Cette accantampeut
s'expliquer comme étant une conséquence de I'ebgosiontinue des éosinophiles a des cytokinesméphilactiques,
dont I'lL-5 (7, 8).

Les deux types de récepteurs au T]FFNF-RI (p55) et TNF-RII (p75), sont exprimés cansivement a la
surface des éosinophiles isolés a partir du sandiddus sains et asthmatiques (2). Le TtHRAduit deux signaux
distincts et antagonistes dans les éosinophilesépl&n culture. D’'une part, un signal anti-apoptmi médié par
I'activation du facteur de transcription nuclégiNF)-kB et I'expression autocrine augmentée de GM-CSEufdé part,
un effet pro-apoptotigue NKB indépendant (23, 24). Il est probableiqwivo, le contexte inflammatoire régule et
oriente la réponse de I'éosinophile au TNF-

Plusieurs récepteurs transmembranaires pour TRAdar(tis similaires au TN&-induisant I'apoptose) ont été
identifies a la surface des éosinophiles : (i) TRARL (DR4), récepteur transmembranaire avec un dwnatra-
cellulaire "de mort"; (i) TRAIL-R3 (DcR1) et TRAHR4 (DcR2), récepteurs transmembranaires avec omeef
tronquée du domaine intracellulaire décrits comres ldurres compétitifs empéchant TRAIL de se li&).(Zomme
pour le TNFe, I'effet de TRAIL sur la survie d’éosinophiles pégcen culture est fonction du contexte cytokinidgre.
effet, il a été montré que les éosinophiles tramdiguement avec TRAIL ont leur durée de vie augneeatérs que dans
un contexte pro-inflammatoire, associé a des cysanti-apoptotiques comme le GM-CSF, I'lL-5 &eN-y, TRAIL
inhibe le délai de survie induit (25).

Les éosinophiles isolés a partir de sang ou de disquatients asthmatiques expriment du CD40 aslediace et
l'activation subséquente de ce récepteur augmentesurvie (26, 27). Notre équipe a montré queélesinophiles
sanguins placés en culture au moins 18h exprinmanttanément du CD40 a leur surface (27). En plues; Autilisation
de séquences nucléotidiques antisens, nous avonsérgue le signal induit par l'activation de CDeEtransmet via
l'induction de l'expression de c-IAP2 (27). L'inflaration €osinophilique a été étudiée par plusiegtspés dans des
modeles de souris déficientes pour les genes coganir CD40 et CD40 ligand (CD40L). A la lumiéererdss résultats
et ceux d'Ohkawarat al. (26), les résultats sur les souris soutiennentmadele, ou linteraction CD40-CD40L
n'intervient pas au début du développement deiiépkilie provoquée aprés exposition a un allergémas est plutét
requise pour le maintien de cette inflammati@x vivo,le niveau d'expression de CD40 et c-IAP2 est fhogret corrélé
a I'éosinophilie observée a partir d’expectoratioruite chez des patients asthmatiques (27). CDEBLOL et c-IAP2
peuvent étre considérés comme des cibles pharnuagoés clés en vue de contrdler plus efficacemigiaimmation
allergique.

Comme le montre la figure 2 et le tableau 1, d&mitmembres de la famille TNF/NGF peuvent étre
considérés comme cibles d'intérét pour lutter dmp@ment contre I'éosinophilie. Par exemple, iét@ montré que
I'activation de CD30 ou de CD13in vitro, induit rapidement I'apoptose des éosinophilesgsl&n culture (8, 28, 29).
Récepteurs couplés aux protéines G — AMP/GMPc

In vitro, il a été montré gu’'une augmentation de la coma&ah intracellulaire en AMPc inhibe I'apoptose

spontanée des éosinophiles placés en culture, @émpéction pro-apototique de Fas mais inhibe lattanti-
apoptotique de I'lL-5/GM-CSF. Il a également éténtné que, dans les éosinophiles, une élévatiorady d’AMPc
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active la voie de signalisation anti-apoptotiqua-RtPKB/Akt et active la protéine kinase A (PKA)abs d’autres types
cellulaires, il a été montré que PKA inhibe la vdie signalisation Ras-Raf-1-MEK ce qui pourrait eypdr I'effet
inhibiteur d’'une augmentation du taux d’AMPc suslavie induite par IL-5/GM-CSF (figure 1) (7, &)3

Les principaux récepteurs couplés aux protéines GP@® dont I'activation par des ligands spécifige&su
par des agonistes pharmacologiques induit une t@évdu taux d’AMPc (2) et un effet sur la vie dassinophiles sont
présentés dans le tableau 1. S’y retrouvent notarintes récepteurB,-adrénergiques, les récepteurs aux leucotrienes,
aux prostaglandines, et a certaines chimiokinéss gele I'éotaxine.

Les dérivés de l'acide arachidonique, comme lesoleignes (LTs) et les prostaglandines (PGs), sont
d'importants médiateurs de l'inflammation pulmoeait'effet des LTs sur la survie des éosinophiles seet a
controverse. Il a été montré que les I,TBTC, et LTD, prolongent, ou non, la durée de vie des éosinepluilacés en
culture et que l'inhibition pharmacologique de leynthése inhibe I'action du GM-CSF (31, 32). Cajzen, in vivo
l'inhalation de LTB, a montré une augmentation de I'éosinophilie pulairen(2).

Les PGs sont des médiateurs importants de l'inflaiiomat de I'éosinophilie. Bien que les réceptales PGs
appartiennent a la famille des RCPG, certaines tBlEs que les métabolites de la PGBnt une préférence pour des
cibles intra-cellulaires comme par exemple lesdiact de transcriptioperoxisome-proliferator-activated receptor
(PPARS) ou les protéines inhibitrices du facteutreascription NF«B. In vitro, il a été montré que la PGEetarde la
survie des éosinophiles placés en culture viadept&ur aux prostanoides E-2 {FBt I'élévation consécutive du taux
d’AMPc. Cependant,evivg il a été montré que les concentrations en P$8Et diminuées dans des biopsies nasales de
patients atteints de rhinosinusites chroniques avesans polypes nasaux et que le taux de, &S des échantillons
de sputum provenant de patients asthmatiques estsement corrélé a I'éosinophilie (8). Le roleldePGD sur
I'apoptose des éosinophiles est plus controvenmséeftet, Gervait al. (33) ont montré un faible effet anti-apoptotique
de la PGD via son interaction avec le récepteur aux pro$tesoD (DP) couplé aux protéines G. Au contraireydiét
al. (34) ont montré une nette diminution de la sués éosinophiles placés en culture suite a uretnaint avec la
PGD; et ses métabolites (PGA12 PGJ et 15dPG;) via notamment I'activation des caspases-3 .

Molécules de surface et d’adhésion

Le récepteur aux régions constantes des immunogh@isulc (IgG) de type Il (F@II/CD32) joue un role
pivot dans la régulation de la vie de I'éosinoplite effet, il a été montré que lorsque les Ig& soms formes solubles,
le signal transduit est un signal de survie viaptaduction autocrine de GM-CSF. Par contre, sil@S sont
immobilisées a la surface d'un agent pathogersgiel transmis est un signal de dégranulationtoyigue et de mort
en dépit de la présence d'IL-5 (35).

L'étude d'éosinophiles isolés a partir de lavagadiro-alvéolaire de patients atteints d'asthme @néemonie
a éosinophiles a montré une augmentation de I'sgjore de CD69 a leur surface. L'utilisation d'anfiscagonistes anti-
CD69 induit I'apoptose des éosinophiles aprésetrant au GM-CSF et a I'lL-13. Il a été montré daetivation de
CD69 inhibe I'augmentation de I'expression de Bg#t le GM-CSF et active les caspases-8 eEx3vivq plusieurs
auteurs ont suggéré que CD69 pourrait jouer un irdj@ortant dans le processus de résolution ddalfimhation
notamment en accélérant I'élimination des éosiephCD69 peut étre considéré comme cible thérapeupotentielle
dans le traitement contre I'éosinophilie (2).

Nouvellement identifiée, la protéine Siglec-8 egiramée presque exclusivement a la surface des@usies ;
son role est encore actuellement inconnu et lds §igands connus sont des dérivés d'acides sedigdutku et al (36)
ont montré,in vitro, que la stimulation d’éosinophiles avec un anfisospécifique dirigé contre Siglec-8, induit
rapidement leur apoptose via I'activation des cesps ; cet effet est indépendant de Fas et neppsiétre contrecarré
par un traitement avec IL-5/GM-CSF. Au contraires €osinophiles prétraités avec ces cytokinespdositsensibles au
signal de mort induit par la stimulation de Sig&¢36). De par son expression strictement limitée @osinophiles,
Siglec-8 pourrait constituer une cible thérapewgide choix.

Les formes réactives de I'oxygéne

La capacité a produire des formes réactives de giemg (FRO) hautement cytotoxiques est une desijpaiss
caractéristiques pro-inflammatoires des granulacytea été montré que I'un de ces composés, lexgde d’hydrogene
(H,0,) est pro-apoptotique et empéche I'effet anti-apaptetde I'IL-5. Les effets de 3@, peuvent étre inhibés par
plusieurs produits anti-oxydants (catalase, gliath_-cyclosérine, ...)(8).

Un autre type de FRO généré par les éosinophitde emonoxyde d'azote (NO). Le rdle du NO dans lf#pse
de I'éosinophile reste controversé et peu étutié.été montré d’'une part, que le traitement didgiiiles avec des
inhibiteurs pharmacologiques de I'enzyme NO syrgh@OS) n’induit aucun effet sur la survie des goghiles.
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D’autre part, il a été montré que le NO exerce efésts antagonistes sur la survie des éosinoptilesffet, il a été
montré que le NO court-circuite la voie pro-apoigia¢ induite par Fas, via I'augmentation des tatvacellulaires en
GMP/AMPc mais empéche l'action anti-apoptotiquéltes, et ce, non pas en inhibant I'activationQIBAT-5, mais en
agissant plus en aval, au niveau des caspasesrieffieq5, 6).Ex vivg il a été montré que, comparativement a des
éosinophiles sanguins de sujets sains, les éodlespholés du sang de patients asthmatiques aamtconcentration
cellulaire en NO endogéne augmentée. Maal. (37) ont montré que l'inhibition de la productida NO dans des
éosinophiles isolés de sang de patients asthmatigtieplacés en culture, augmente I'expression de2Bwia
'augmentation de l'activité des protéines p38-MARKERK-1/2. Tout ces résultats suggerent que t'dffeNO change
en fonction de I'évolution de l'inflammation (6,8J,

Induction thérapeutique de I'apoptose des éosinopleis
Les Glucocorticoides

Les glucocorticoides (GC) sont actuellement les am@p pharmacologiques les plus utilisés pour rédairt
la réponse immune que le processus inflammatoisecas a I'éosinophilie. Cependant, les mécanismeste par
lesquels agissent ces molécules restent encorétpdiés. Il a été montré que I'administration d& & des patients
souffrant d'éosinophilie réduit significativememt faux d’éosinophiles circulants. Cette réductiemisle étre due, du
moins en partie, a I'accélération de la mort desn@philes par les GC. Plusieurs modes d’actiossGie sur I'apoptose
des éosinophiles ont été mis en évidence. Premaéiieni a été montré que les GC suppriment la prtodo de
cytokines anti-apoptotiques, comme I'lL-5, par 8%, via I'inhibition de I'activité du facteur de tracrgption NFB.
Deuxiémement, il a été montré que les GC peuvepéeher la transmission du signal de survie indaiitges cytokines
a la surface des éosinophiles. Il a été montrécquains GC ont un effet synergique avec I'actoratie Fas. Enfin, il a
été suggéré que les GC peuvent induire d’eux-méane®rt des éosinophiles en agissant directemeriesu-RO, la
mitochondrie et les caspases (7, 8, 38).

Thérapies anti-IL-5

Depuis que le role crucial de I'lL-5 dans les psmes de différenciation, d’activation et de surdies
éosinophiles est connu, plusieurs approches thétigpes tentant d’empécher l'effet de cette cytekimt été testées
avec succes. Des traitements avec des GC, la pgeins A ou avec des anticorps anti-CD4 ont mouatré réduction
significative du nombre d’éosinophiles consécut&eune réduction du nombre de lymphocytes T, prawcip
producteurs d’'IL-5. De méme, il a été montré quiwitement avec de I'lL-10 inhibe dans ces lymphesy'expression
du géne codant pour I'lL-5, provoquant ainsi unguction de I'éosinophilie. Enfin, il a été montré'\qu traitement
conjoint IFN-a/GC réduit le nombre d’éosinophiles (7, 8, 38).

Plus spécifiquement, d'autres équipes ont dimitinadmmation éosinophilique en ciblant directeméht-5
soit en empéchant son action avec un traitementt d@e anticorps anti-IL-5, soit en inhibant sonregpion protéique
en utilisant des séquences nucléotidiques antiséwsuellement, il a été montré que certains composé
pharmacologiques ont une action sur la mort deim@gisiles via la voie de signalisation induite pir-5 et ont un effet
bénéfique dans le traitement de I'asthme : (i)adest antibiotiques macrolides, érythromycine etittleomycine, (ii) le
tranilast, un composé anti-allergique, (iii) lecttmalate d’or et de sodium, un agent immuno-modufatéa également
été rapporté que la lidocaine et ses analoguesriswgp 'action de I'lL-5 sur la survie des éosimips. Cette
inhibition n’est pas due au role inhibiteur desaz@membranaires transporteurs de sodium de ladide. Par contre,
l'inhibition des canaux membranaires transportel@s ions potassium par traitement avec le glybuadété rapporté
pour réduire I'action anti-apoptotique de I'lL-5eCeffet peut étre empéché par des concentratlenées en IL-3 et en
GM-CSF (7, 8, 37).

Les récepteurg,-adrénergiques

Les éosinophiles expriment le récept@aradrénergique a leur surface (2). Les agonistesré@mpteury3,-
adrénergiques (albuterol, fenoterol, salmeterol,sont actuellement les plus puissants bronchothlats connus et sont
largement utilisés pour soulager le patient loexdterbations asthmatiqués.vitro, il a été montré que I'activation des
récepteurg,-adrénergiques par les agonistes isoproterenoretdterol augmente le taux d’AMPc et prolonge levigu
des éosinophiles. Cet effet peut expliquer I'aggtiawm de I'inflammation asthmatique observée apregraitement aux
agonistes des récepteysgadrénergiques seuls, et est vraisemblablementgo®ldans la mortalité augmentée des
patients utilisant ces composés en exces sans eaistn avec un traitement aux GC. En effet, il an@é@tré,in vitro,
que le traitement d'éosinophiles avec de l'isoperiel ou de l'albuterol inverse l'effet anti-apoptoe du GC,
dexamethasone ( 7, 8, 38).
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Antagonistes des récepteurs aux Leucotriénes

Des antagonistes des récepteurs aux LTs sont aateelaitilisés pour lutter contre I'éosinophilie tammment
dans I'asthme. L'utilisation du probilukast a moniréeffet pro-apoptotique sur les éosinophilesippeme I'effet anti-
apoptotique du GM-CSF. Par contre, il a été mogtre I'action d’'un autre antagoniste des réceptauxsleucotriénes,
le montelukast, ne jouait aucun rdle sur la sudée éosinophiles. Une étude clinique a montré’aaalyse de sputum
de patients asthmatiques traités ou pas avec duehokast, que la proportion en éosinophiles momdiguement
apoptotiques est supérieure dans le groupe denfmatiaités avec du montelukast (7, 8, 38).

Théophylline et inhibiteurs de phosphodiestérase

La théophylline est utilisée depuis longtemps commnencho-dilatateur dans le traitement de I'asthme
bronchique. Inhibiteur de phosphodiesterase (PE)héophylline provoque une élévation du taux d’AMfans les
cellules de l'inflammation dont les éosinophilekalété montré que cette augmentation du taux d’ANfuit la
transcription de génes et I'expression de protéa@sapoptotiques via I'activation de la PKA. Cegant, il a été
montré que la théophylline joue un réle anti-inflaatoire, en inhibant la survie induite des éosiileptpar IL-5/GM-
CSF. Ces effets anti-inflammatoires n'ont pas digeovés en utilisant des analogues de 'AMPc corendibutiryl-
cAMP ou d’autres composés inhibiteurs de PDE (IBMXipram, XT-611 ou SKF-19514). Ceci suggére quentae
d’action de la théophylline s’exerce non seulemaatle taux d’AMPc mais aussi via d’autres voieslénalaires qui
restent a découvrir (7, 8, 38).

Les récepteurs a I'histamine (HR)

Les éosinophiles expriment a leurs surfaces les élpuk 1 et 4. Bien que I'histamine ne semble pasrjde réle sur la
survie des éosinophiles, il a été rapporté queatamide, un composé antagoniste des HR1, accédgreseulement
I'externalisation du sphingolipide phosphatidylsériet la dégradation de 'ADN via I'activation deaspases-3 mais
supprime aussi I'effet anti-apoptotique transdait PIL-5. Le cetirizine, un autre antagoniste deR1H est connu pour
inhiber I'action de I'lL-5 mais pas de I'lL-3 ou dGM-CSF. Récemment Kankaanramtal. (8) ont suggéré que
d’'autres antagonistes du HR1, le diphenhydramirecHlorypheniramine et le ketotifen accélérent lartndes
éosinophiles. Cependant, les auteurs concluentegieffets ne sont pas transmis par le HR1 maiargaautre action
anti-inflammatoire (7, 8 38)

Conclusions

L'éosinophile est une cellule complétement difféiéacqui, une fois dans la circulation et en I'altsede
facteurs favorisant sa survie, meurt par apoptgemtanée en quelques heures. Les mécanismes maoksulie
I'apoptose spontanée impliquent des moléculesajmptose telles que les caspases et les protéaies Bependant,
les mécanismes exacts restent a découvrir. L'apeptes’'éosinophile joue un réle important dansifgammations
liées aux maladies a composantes allergiques tplied asthme. En effet, il a été proposé qu'unrcetie I'apoptose des
éosinophiles soit en partie responsable de I'actation excessive de ces cellules dans les tissilsnamés. Bien que
les effets anti-apoptotiques sur les éosinophites @tokines telles que I'lL-5, -3 et GM-CSF soibrgn connus, les
processus moléculaires impliqgués sont encore logired totalement élucidés. Les GC induisent l'apeptales
éosinophiles et réduisent, par conséquent, I'infitation allergique. De plus amples investigation# sg@cessaires tant
pour découvrir de nouveaux facteurs responsablekidii de survie des éosinophiles que pour investigt élucider les
voies de signalisation induites par ces facteurs.

Afin de lutter plus efficacement et plus sélectiesincontre I'éosinophilie, I'apoptose de I'éosinidglpeut étre
considérée comme une cible d’intérét thérapeutigpertante dans le développement de futurs traiésne
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Tableau et figures

Tableau 1. Médiateurs endogénes modulant I'apoptosies éosinophiles

Expression du . Eﬁ?t survie
Médiateur Expression par les éosinophiles Autresetlules sources récepteur Effet apopt’ose (|gdwte pér IL-
ar les éosinophiles spontanee +IL-5, GM-
P CSF)
Cytokines
IL-3 NC,Ex LT, M B M, Fib | Ind: IL-5CIL-3 GM- Anti
Ind : TNF(, IFN-y, IL-13, Adh »Mas, B, Mp, M, Fi SR
C Pro/Anti .
IL-4 Ind : IL-5 LT, Mas, B ¢ ou sans effets Anti
C
NC, Ex Ind: All, IL-9 .
IL-5 Induct : Adh LT.Mas, B Inh: IL-5, IL-3, GM- Ant
CSF, TGFB
IL-9 Non décrit LT, Mas, B C Anti Non décrit
NC Pro ou sans
IL-12 Ind : IL-4, IL-5, GM-CSF, TNFg, CD, M¢, LB C, Eos u Non décrit
effets
IFN-a
C
NC, Ex Ind : IFN+y, TNF-, ) .
IL-13 Ind : GM-CSF, IL-5 LT, NK, Mas, B TGFB Anti Non décrit
Inh :1L-13, IL-4
IL-15 Non décrit M, M¢, LT Non décrit Anti Non décrit
NC, Ex .
GM-CSF | Ind: Al IL-15, IFN-y, CD40L, CDg, | Mas: B, Mp, Mf, Epi, C Anti
End, LT Inh : GM-CSF
Adh, TNFa
IFN-y NC LT, NK C, Eos Pro/Anti Non décrit
Chimiokines
CCR3 . . - .
(eotaxine) C, Ex Epi, End, Fib, M C Anti Non décrit
Galectin-9 C,Ex, Ind: IL'5 LTh ND Pro/Anti Non décrit
(ecalectin)
Facteurs de croissance
NC, Ex LT, PI, Mas, Mp, EC, - .
TGF-B Ind : IL-3, IL-5, LTD,, IL-4 Fib D. Ex Non decrit Ant
Membres de la famille du TNFa/NGF
C
NC, . Ind : IFN+y, TNF-a .
Fasl. (CD95) Ind : IFN, TNF LT. LB, His. N Inh : IL-3, IL-5, GM- Pro Ant
CSF
TNF-a NC, Ex LT, M¢, Epi, NK C, Ex Pro/Anti Non décrit
CD137 NC, Ex Ly, M, N NC, Ex Sans effets Anti
TRAIL Non décrit LT,M,CD C, Ex, Ind : All Anti Anti
NC, Ex .
CD30L Ind : IL-3, IL-5, GM-CSF LT, LB, M C, Ex Pro Non décrit
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