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Tel un chat, le doctorant la démèle par chance.  

 Plus il travaille et plus la chance lui « souris ». 
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pas à travailler un seul jour de votre vie » Confucius et « Je crois beaucoup en 

la chance, et je consate que plus je travaille plus la chance me sourit » Thomas 

Jefferson. 1  
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Liste des principales abréviations 
 

ADN= Acide désoxyribonucléique 

AICD= Activation-Induced Cell Death 

AIF= Apoptosis inducing factor 

Akt/PKB= Protéine kinase B 

ALI= Inflammation pulmonaire aiguë (pour 

Acute Lung Injury) 

AMPc= Adénosine monophosphate cyclique 

AP-1= Activator protein 1 

ARN= Acide ribonucléique  

ATP= Adénosine triphosphate 

ATRA= Acide tous trans rétinoïque 

BAFF= B cell activating factor 

BCR= B cell receptor 

BIM= Bcl-2 Interacting Mediator of cell death 

BPCO= Broncho-pneumopathie chronique 

obstructive 

CDK= Cyclin dependent kinases 

CD = Cellules Dendritiques 

CRP= C-reactive protein 

CIA= Modèle murin d’arthrite induite par le 

collagène 

CMH II = Complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe II 

CXCR= Récepteurs aux chimiokines cystéine-X-

cystéine 

DAF = Decay Accelerating Factor 

DAMPs= Danger associated molecular 

patterns  

DCF-HDA= 2',7'-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate 

DD= Death Domain 

DFP= Diisopropyl fluorophosphate  

DMF= Diméthylformamide 

Dex = Dexaméthasone 

DHA= Acide docosahexaénoique 

DNBS= Acide dinitrobenzène sulfonique 

ECMO= Extracorporeal Membrane 

Oxygenation 

EGF = Epidermal Growth Factor 

EPA= Acide eicosapentaénoique 

ERK = Extracellular-signal regulated kinase 

FasL= Fas Ligand 

FADD= Fas-Associated protein with Death 

Domain 

FGF= Fibroblat growth factor  

FiO2 = Fraction d’oxygène apportée au patient 

par la ventilation 

fMLP= N-formyl-methionyl-Leucyl-

Phenylalanine 

FOXO= Forkhead box Class O 

FPR= Récepteur au fMLP 

FRO= Formes réactives de l’oxygène 

IL= Interleukine 

IL-1RA= IL-1 Receptor Antagonist 

INF-γ= Interferon γ 

IGF-1 = Insulin like growth factor 1 

JNK = cJun Nterminal kinase 

GCs = Glucocorticoïdes  

GILZ= Glucocorticoid-induced leucine zipper 

G-CSF= Granulocyte-Colony-Stimulating Factor 

GM-CSF= Granulocyte-Macrophage-Colony-

Stimulating Factor 

GR = Récepteur aux glucocorticoïdes 

GRE = Glucorticoid Response Element 

GSK3 = Glycogen synthase kinase 3 

GTP= Guanosine triphosphate 

HA = Hépatite alcoolique 

HDAC= Histone déacétylase 

HIF= Hypoxia inducible factor 

HMGB1=High-mobility group protein B1 

HPN= Hémoglobinurie paroxystique nocturne 

HSP= Heat shock protein 

HRS= Hypersensibilité retardée 

IAP= Inhibitor of apoptosis 

IP= Diphosphoinositol 

IL = Interleukine 

INF-γ  = Interferon-γ 

LBA= Lavage broncho alvéolaire 

LC3= Light chain 3 

L-GILZ= Long GILZ 
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LIS = Lung injury score 

LPS= Lipopolysaccharides 

LT = Lymphocytes T 

LTB4= leucotriène B4 

LXA4= Lipoxine A4 

LZ= Leucine zipper 

MAPK = Mitogen-activated protein kinase 

Mcl-1= myeloid cell leukemia-1 

MEC= Matrice extra cellulaire 

NFS= Numération formule sanguine 

MKP-1= MAP kinase phosphatase-1 

MMP= matrice métalloprotéase 

MNDA= Myeloid nuclear differentiation 

antigen 

MPO= Myéloperoxydase 

MSC = Cellules souches mésenchymateuses de 

la moelle osseuse 

NLRP3 = NOD-like receptor family, pyrin 

domain containing 3 

NK= Natural killer 

NETs = Neutrophils extracellular traps 

NF-кB = Nuclear factor-kappa B 

Récepteurs NOD-like= Nucleotide-binding 

oligomerization domain receptors 

Nrf-2= Nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 

PAF= Platelet activating factor 

PaO2 = Pression artérielle en oxygène 

PAM= Peptides anti-micorbiens 

PAMPs = Pathogen associated molecular 

patterns 

PDGF= Platelet-derived growth factor  

PICD= Phagocytosis-induced cell death 

PCNA= Proliferating cell nuclear antigen 

PDE4= Phosphodiestérase 4 

PDL-1= Programmed cell death 1 ligand 1 

PEEP= Pression end expiratoire positive 

PG= Prostaglandine 

PHD= Prolyl-hydroxylases 

PI3K= Phosphoinositide 3 kinase 

PL= Phospholipase 

PMA = Phorbol Miristate Acétate 
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PPR= Pattern recognition receptor 

PKC= Protéine kinase C  

PR = Polyarthrite rhumatoïde 

PS= Phosphatidylsérines 
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TGF-β = Transforming growth factor-β 
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TSC-22D= Transforming Growth Factor-β 
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AVANT-PROPOS 
 

Le polynucléaire neutrophile (PN) est une cellule clef de l’inflammation via notamment ses 

capacités bactéricides et d’explosion oxydative et également de sa résolution. L’entrée en apoptose 

du neutrophile est un évènement indispensable à la résolution de l’inflammation, car elle amplifie et 

permet notamment la commutation de classe des macrophages pro-inflammatoires vers un 

phénotype anti-inflammatoire (Sanmun et al., 2009). La résolution de l’inflammation est un 

phénomène actif contrôlé par des médiateurs anti-inflammatoires endogènes tels que les résolvines, 

les protectines et les lipoxines (Serhan et al., 2008).  

GILZ appartient à la famille de protéines TSC-22D (Transforming Growth Factor-β stimulating 

Clone 22 domain), ainsi que TSC-22 et THG-1 (TSC-22 homologous gene-1) (Ayroldi and Riccardi, 

2009). Ces protéines hautement homologues contiennent une TSC-box et un domaine Leucine 

Zipper, leur permettant de s’homo- ou de s’hétérodimériser. Les principaux inducteurs de GILZ 

décrits à ce jour sont les glucocorticoïdes (GC). En effet, la protéine GILZ a été mise en évidence dans 

des thymocytes murins traités par la dexaméthasone (D'Adamio et al., 1997). D’autre part, dans les 

macrophages et les cellules dendritiques, GILZ peut être exprimé suite à un traitement par le TGF-β 

et l’IL-10 (Berrebi et al., 2003). En inhibant les facteurs de transcription AP-1 (activator protein 1) et 

NF-кB (nuclear factor-kappa B), GILZ régule les voies de signalisation centrales dans le processus 

inflammatoire, ce qui peut expliquer une grande partie de ses effets (Ayroldi et al., 2001; Mittelstadt 

and Ashwell, 2001). 

GILZ possède également des propriétés anti-apoptotiques dans un certain nombre de 

modèles. Il a été montré que l’expression de GILZ dans les cellules d’hybridomes T 3DO inhibait 

l’apoptose induite par l’anti-CD3 (D'Adamio et al., 1997). GILZ inhibe la régulation positive du 

récepteur de mort Fas et son ligand FasL induits lors de l’AICD (Activation-Induced Cell Death) 

(D'Adamio et al., 1997). Au sein de notre laboratoire, il a également été démontré que GILZ retardait 

l’apoptose par déprivation en IL-2 dans des lymphocytes T activés via la régulation négative de 

l'expression de la protéine pro-apoptotique BIM. Cet effet de GILZ est lié à l’inhibition de l'activité 

transcriptionnelle des facteurs de transcription FOXO (Forkhead box Class O) (Asselin-Labat et al., 

2004). En effet, GILZ inhibe le facteur de transcription FOXO3 par un export dépendant de l’exportine 

Crm1 (Latre de Late et al., 2010). 

Enfin, GILZ possède des propriétés anti-inflammatoires in vivo. L’administration d’une 

protéine de fusion TAT-GILZ à des souris KO pour le gène de l’IL-10 et traitées par l'acide 

dinitrobenzène sulfonique (DNBS) inhibe le développement d’une colite inflammatoire aussi 

efficacement qu’un traitement par les GC, démontrant pour la première fois le rôle de GILZ  in vivo 

(Cannarile et al., 2009). Récemment, Beaulieu et al. ont proposé GILZ comme une molécule anti-

inflammatoire endogène induite au cours d’une maladie inflammatoire chronique, la polyarthrite 

rhumatoïde (PR) (Beaulieu et al., 2010). Ce travail rapporte la première observation du rôle anti-

inflammatoire endogène de GILZ dans un modèle murin d’arthrite induite par le collagène (CIA), ainsi 

que dans les synoviocytes de patients atteints de PR.   

Ensemble, ces observations suggèrent que GILZ pourrait être un acteur important de la 

résolution de l’inflammation, ce que nous nous proposons d’évaluer dans ce projet. 
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Dans la littérature, GILZ a été particulièrement étudié dans les macrophages, les lymphocytes 

et les cellules dendritiques, mais jamais encore dans le neutrophile.  

Nous formulons l’hypothèse que l’expression de GILZ pourrait être induite au cours de 

l’inflammation dans le neutrophile et favorise son apoptose. Par là même, GILZ participerait à la 

résolution de l’inflammation.  

Au cours de cette thèse, notre équipe a donc souhaité évaluer le rôle de GILZ dans les 

fonctions et l’apoptose du PN lors de l’inflammation. De cet objectif principal, nous avons formulé 

deux objectifs secondaires : déterminer les signaux inducteurs de GILZ dans le PN et les mécanismes 

moléculaires de régulation de l’apoptose et du phénotype.  

Afin d’approfondir le rationnel du sujet, j’organiserai mon introduction en trois parties. Tout 

d’abord je présenterai le polynucléaire neutrophile et ses principales fonctions. Puis je m’intéresserai 

aux mécanismes inflammatoires, en me focalisant plus précisément sur le rôle que joue le PN ainsi 

que sur l’inflammation pulmonaire. Enfin, la protéine GILZ sera au centre de ma dernière partie 

introductive. 
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1  Le Neutrophile : une cellule clef de l’immunité 
Pour revue générale, (Amulic et al., 2012; Futosi et al., 2013; Mayadas et al., 2013; Mocsai, 2013). 

1.1 Généralités 

Les polynucléaires neutrophiles (PN) ont été découverts pour la première fois par le prix 

Nobel allemand Paul Ehrlich vers 1880. Ils sont caractérisés par un noyau polylobé, d’où leur nom de 

« polynucléaire ». En effet, il a longtemps été considéré qu’ils possédaient plusieurs noyaux (figure 

1). Leur cytoplasme, riche en granules, les rattache à la famille des granulocytes. De plus, leur 

coloration par un mélange de colorants acides et basiques reste neutre, d’où leur nom de 

« neutrophile » (Borregaard and Cowland, 1997). Les PN ont longtemps été décrits comme des 

cellules « kamikazes » à la fin de la hiérarchie de l’immunité. Les recherches menées ces 20 dernières 

années sont en train de faire évoluer ce postulat.  

 
Figure 1 : Morphologie du PN (Morgan and Yang, 2013) 

Chez l’homme, les PN représentent 60 à 75% des globules blancs totaux dans le sang, ce qui 

en fait les leucocytes les plus abondants. Ils représentent près de 95% des granulocytes, tandis que 

les éosinophiles et les basophiles comptent pour 4 et 1 % respectivement de cette classe (Goldsby et 

al., 2001). Leur renouvellement est de l’ordre de 50 milliards de cellules par jour pour un adulte. Chez 

l’homme la moelle osseuse d’un adulte sain produit plus de 1011 PN par jour, et plus de 1012 en cas 

d’inflammation aiguë (Demetri and Griffin, 1991)(Link, 2005), ce qui représente 109 neutrophiles par 

kg chez un homme sain (Rankin, 2010).  

Les PN sont répartis en trois secteurs : 

- Le secteur circulant, c’est-à dire les neutrophiles libres dans la circulation mesurés directement par 

la numération formule sanguine (NFS) 

- Le secteur marginal, c’est-à-dire les neutrophiles adhérents aux vaisseaux notamment dans la rate, 

le foie et le rein. Ce secteur non mesuré par la NFS est de taille équivalente au secteur circulant.  

- Le secteur de la moelle osseuse, correspondant aux neutrophiles matures stockés qui seront libérés 

lors d’une infection bactérienne, pendant laquelle le nombre de PN circulants peut augmenter d’un 
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facteur 10 (Tizard et al. 2004). Il est estimé que 10-25% des PN sont circulants chez la souris alors que 

50-70% le sont chez l’homme (Amulic et al., 2012; Mestas and Hughes, 2004) . 

Les PN  circulants ont une demi-vie de plusieurs jours, plus longue que celle estimée dans les 

années 1990  (Pillay et al., 2010). Après leur passage des vaisseaux dans les tissus, ils ne recirculent 

plus et leur durée de vie peut être fortement augmentée par le contexte inflammatoire, comme nous 

le verrons par la suite, pouvant varier de 7h à 14 jours (Amulic et al., 2012). Un tissu sain ne renferme 

généralement pas de PN, mais les poumons semblent enrichis en PN matures. Le temps de 

persistance moyen des PN au niveau pulmonaire est plus long que le temps de transit estimé au 

niveau du foie, de la rate ou de la moelle osseuse (Kolaczkowska and Kubes, 2013; Kreisel et al., 

2010; Peters, 1998). Le réseau capillaire très fin au niveau pulmonaire pourrait être à l’origine d’une 

capture mécanique des PN et expliquer cette séquestration (Looney et al., 2011). 

 Lors d’une inflammation induite par une infection bactérienne, un grand nombre d’acteurs 

cellulaires et humoraux de l’immunité interviennent afin de protéger l’hôte et de réparer les lésions 

provoquées par le pathogène. Parmi ces acteurs cellulaires, les PN ont pour rôle principal la 

destruction et l’élimination du pathogène. Au cours d’une infection bactérienne, le PN va rapidement 

migrer au site de l’infection, rentrer en contact avec les bactéries pathogènes par des récepteurs plus 

ou moins spécifiques puis les phagocyter et les détruire à l’aide de deux mécanismes qui font de lui 

un phagocyte différent des monocytes : la production de formes réactives de l’oxygène (FRO) au 

niveau de la vacuole de phagocytose, et la dégranulation qui permet la libération d’enzymes 

protéolytiques. Ensuite, l’apoptose, un mécanisme de mort programmée, est induite et va conduire à 

l’élimination du PN, la résolution de l’inflammation et enfin à la réparation tissulaire. Au cours de ce 

chapitre, ces processus seront détaillés, depuis la différenciation du PN jusqu’à sa mort. 

1.2 Formation du neutrophile lors de la granulopoïèse 
Pour revue, (Day and Link, 2012) 

1.2.1 Origine du neutrophile: la granulopoïèse 

A l’instar des autres cellules du système immunitaire, les neutrophiles sont formés dans la 

moelle osseuse lors de la granulopoïèse, à partir d’une cellule souche hématopoïétique, (Day and 

Link, 2012)(figure 2). 

Le développement et la maturation des granulocytes dans la moelle osseuse se produisent en 

deux phases : une phase mitotique et une phase non mitotique, chacune d’entre elles durant 

approximativement une semaine (figure 2). Au cours de la phase mitotique, les cellules se 

transforment progressivement en myéloblastes puis promyélocytes sous l’influence du GM-CSF 

(Granulocyte-Macrophage-Colony-Stimulating Factor) et de l’Interleukine 3 (IL-3), puis en 

myélocytes, un stade non mitotique. Ensuite le GM-CSF associé au G-CSF (Granulocyte-Colony-

Stimulating Factor) induisent la différenciation du myélocyte en métamyélocyte, ce qui marque la fin 

de la production des granulations. La cellule amorce la segmentation du noyau et la chromatine se 

condense davantage : le stade « band cell » (ou neutrophile non segmenté) est atteint. Ce dernier 

stade aboutit au neutrophile segmenté, cellule la plus différenciée et terminale (Day and Link, 2012).  

Le G-CSF est une cytokine essentielle de la granulopoïèse, favorisant notamment la 

prolifération des GCP (précurseurs communs des granulocytes) (Lord et al., 1989).  De plus le G-CSF 
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participe à la libération de PN de la moelle, via le récepteur du G-CSF (G-CSFR). Une mutation du G-

CSFR aboutit à une profonde neutropénie (Druhan et al., 2005). Le G-CSF est utilisé en thérapeutique 

pour traiter les neutropénies congénitales et pour aider à la reconstruction hématopoïétique après 

une chimiothérapie (Sung and Dror, 2007). 

En parallèle du développement morphologique du neutrophile, des fonctions et récepteurs 

de surface apparaissent au cours de la différenciation. Par exemple, les récepteurs Fc apparaissent 

lors de la différenciation en promyélocytes, la fonction de phagocytose au cours de la phase 

myélocytaire précoce, les récepteurs pour les fractions du complément durant la phase myélocytaire 

tardive et durant le stade métamyélocytaire et l’activité microbicide dépendante de l’oxygène 

pendant la phase métamyélocytaire (Day and Link, 2012). 

La granulopoïèse est dirigée par un programme qui induit l’acquisition de fonctions 

spécifiques du PN et conduit à la formation d’une cellule en différenciation terminale. Au niveau 

moléculaire, les facteurs de transcription C/EBPα (CCAAT enhancer binding protein alpha), C/EBPξ et 

GFI-1 dirigent la différenciation (Rosmarin et al., 2005).  C/EBPξ semble contrôler particulièrement la 

décision entre le lignage monocyte ou granulocyte. En effet, chez les souris KO pour C/EBPξ, les PN 

ne se différencient pas et on observe une accumulation des CMP (précurseurs myéloïdes communs) 

et des GMP (précurseur des monocytes et granulocytes) (Borregaard, 2010). Le facteur de 

transcription PU-1 jouerait un rôle important dans les dernières étapes de maturation des PN 

notamment en contrôlant l’expression de la β2-intégrine, du CD45, du récepteur du G-CSF et de 

plusieurs composants du complexe de la NADP-H oxydase (Theilgaard-Monch et al., 2005). 

 
Figure 2 : La granulopoïèse (inspiré de (Borregaard, 2010). La différenciation du PN est sous le contrôle de facteurs 
externes comme les cytokines (en rouge) et internes comme les facteurs de transcription (dans les triangles bleus). Les 
granulations sont acquises au cours de la différenciation et sont représentées par les ronds, chaque couleur correspondant 
à un stade : en rouge les granulations azurophiles ou primaires, en vert les spécifiques ou secondaires, en jaune les 
tertiaires et enfin en blanc les vésicules sécrétoires. 
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1.2.2 La libération et le retour à la moelle osseuse : le couple CXCR2/CXCR4 

Pour revue, (Christopher and Link, 2007; Day and Link, 2012; Rankin, 2010) 

La quantité de neutrophiles en circulation reflète un équilibre entre la production 

(granulopoïèse) dans la moelle et l’élimination des PN sanguins dans le foie, la rate et la moelle 

osseuse elle-même, principalement par phagocytose (figure 3).  

La libération des PN  de la moelle osseuse est modulée par des signaux extérieurs comme des 

cytokines, chimiokines, leucotriènes, produits bactériens ou médiateurs inflammatoires (Day and 

Link, 2012). La vitesse de libération dépend du stimulus : elle apparaît par exemple 6h après un 

traitement par le G-CSF chez la souris, et après seulement quelques minutes dans le cas de l’IL-8 

(Hechtman et al., 1991). La libération des PN de la moelle est contrôlée par les actions opposées des 

récepteurs aux chimiokines CXCR4 et CXCR2 (récepteurs aux chimiokines cystéine-X-cystéine 4 et 2) 

(Eash et al., 2010)(figure 3).   

 
Figure 3 : Homéostasie du PN, adapté de (Sadik et al., 2011). Les récepteurs CXCR2 et CXCR4 exprimés par le PN contrôlent 
son homéostasie. Le CXCR2 rend le PN sensible au gradient de CXCL1 (KC) et CXCL2 (MIP-2),  et aux cytokines induites au 
cours d’une réaction inflammatoire comme le G-CSF. Le PN emprunte alors « l’autoroute sanguine » jusqu’au site 
inflammatoire. Le CXCR4 au contraire rend le PN sensible au gradient de CXCL12 (SDF-1) qui attire le PN à la moelle, son 
« parking », où il va disparaître par sénescence.  

CXCR2 est important dans la libération des PN de la moelle et participe au chimiotactisme sur 

le site inflammatoire. En effet, les ligands de CXCR2, CXCL-1 (KC chez la souris) et CXCL-2 (GRO ou 

MIP-2 chez l’homme) sont exprimés par les cellules endothéliales. L’IL-8, principale chimiokine du PN, 

est aussi un ligand de CXCR2. Une délétion de CXCR2 entraîne une rétention des PN dans la moelle.  

CXCR4 et son ligand, CXCL-12 aussi appelé SDF-1 (stromal derived factor 1), contribuent à 

l’élimination des PN circulants. En effet, CXCR4 joue un rôle important dans le « homing » des PN 

âgés vers la moelle osseuse (Furze and Rankin, 2008a). L’expression membranaire de CXCR4 

augmente avec l’« âge » du PN, c’est-à-dire avec le processus de sénescence. Le PN est alors sensible 

à la chimiokine associée à CXCR4 à savoir SDF-1. Le gradient de SDF-1 attire les PN à la moelle, où ils 

sont éliminés par phagocytose (Furze and Rankin, 2008a). Cependant ce mécanisme est redondant, 

car la capacité d’élimination des PN de souris déficientes en CXCR4 n’est pas affectée. Le syndrome 

WHIM illustre le rôle de CXCR4 dans le « homing » des PN. WHIM est un acronyme pour désigner un 

syndrome incluant la présence de verrues (Warts), une hypogammaglobulinémie (H), des infections 
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bactériennes à répétition (I) et une neutropénie avec moelle hyperplasique (M). Il s'agit d'un 

syndrome génétique à transmission autosomique dominante caractérisé par une neutropénie 

chronique associée à une hypercellularité de la moelle osseuse (myélocathexie). Une mutation de 

CXCR4 est décrite chez les patients souffrant de WHIM, ce qui conduit à une accumulation des PN 

dans la moelle (Eash et al., 2010). Il est intéressant d’observer que les signaux de survie du PN, tels le 

GM-CSF, le G-CSF ou l’INF-γ, s’opposent à l’expression de CXCR4 (Nagase et al., 2002).  

1.2.3 L’élimination des neutrophiles 

L’élimination des PN, classiquement via la phagocytose par les macrophages, a lieu dans la 

rate, le foie, la moelle osseuse et le site inflammatoire (Rankin, 2010). Chez la souris, l’élimination 

des PN a lieu de manière équivalente au niveau de la rate, du foie et de la moelle (Furze and Rankin, 

2008b). Il est suggéré que les PN retournant à la moelle pourraient à nouveau être recrutés, mais 

cela resterait un phénomène marginal (Abkowitz et al., 2003). 

De plus, une étude menée sur le poisson zebrafish avec des neutrophiles marqués avec la 

GFP (Green Fluorescent Protein), suggère que lors de la résolution de l’inflammation, certains 

neutrophiles retourneraient dans la circulation (Mathias et al., 2006). Ces résultats n’ont pour le 

moment pas été confirmés dans des modèles de mammifères. Les PN issus du site inflammatoire 

semblent également recirculer jusqu’aux ganglions lymphatiques, possiblement pour remplir le rôle 

de cellules présentatrices d’antigène (Schwab et al., 2007).  

La raison de la courte durée de vie du PN demeure peu comprise. Cela permet sans doute au 

PN de conserver son intégrité. Mais la question de savoir pourquoi l’évolution a préféré optimiser 

l’élimination du PN, plutôt que de mieux contrôler son contenu toxique reste ouverte (Amulic et al., 

2012). 

1.2.4 Les ressources majeures du neutrophile : ses granulations et ses récepteurs 

1.2.4.1 Un polynucléaire, puisant son énergie dans la glycolyse 

Les PN sont des cellules de taille moyenne, de 8 à 12 à µm de diamètre (Mocsai, 2013). Leur 

noyau possède de 2 à 5 lobes et leur chromatine est dense (figure 1). Le cytoplasme est abondant et 

contient de fines granulations, beiges après la coloration May-Grunwald-Giemsa (MGG), d’où leur 

appellation de granulocytes. Ces granulations forment un continuum pendant la myélopoïèse, mais 

peuvent être classées en quatre types, selon leur fonction (voir partie 1.2.4.2). 

L’aspect inhabituel de la chromatine laissait à penser que le noyau était 

transcriptionnellement inactif, mais les neutrophiles ont une activité de transcription effective, 

même si leur rythme de biosynthèse protéique est inférieur à celui d’un monocyte par exemple. Dans 

le cytoplasme, la petite quantité d’appareil de Golgi et de réticulum endoplasmique est cohérente 

avec ce faible rythme de biosynthèse. Les précurseurs des PN possèdent de nombreuses 

mitochondries, la respiration étant comme dans la majorité des cellules leur première source 

énergétique. Au cours de la granulopoïèse, le nombre de mitochondries diminue fortement : le PN 

passe alors à la glycolyse comme principale source d’énergie, ce qui permet aux PN de développer 

leur activité dans des tissus hypoxiques (Borregaard, 2010). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Green_fluorescent_protein
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1.2.4.2 Les granulations, supports de la force du PN 

Pour revue,  (Rorvig et al., 2013) 

Les granulations sont la force des granulocytes (éosinophiles, basophiles et neutrophiles) et 

correspondent à des lieux de stockage de protéines pouvant principalement tuer les micro-

organismes. Elles peuvent être à l’origine de dommages tissulaires.  Le PN possède plusieurs types de 

granulations formées au cours de la différenciation, ce qui explique leur hétérogénéité. Elles sont 

issues d’un processus continu à partir de bourgeonnements de l’appareil de Golgi. Elles peuvent être 

divisées en 4 types selon leur composition (figure 4) (Borregaard and Cowland, 1997; Borregaard et 

al., 2007) et constituent un réservoir d’enzymes digestives et hydrolytiques. Environ 300 protéines 

différentes sont stockées dans les granulations  (Lominadze et al., 2005).  

 
Figure 4: Les granulations du PN. Elles sont porteuses d’une variété de molécules bactéricides et de signalisation qui 
supportent les fonctions du neutrophile : l’adhésion (en rouge), la transmigration (en violet) et l’activité bactéricide, 
incluant la phagocytose (en gris et vert). Il en existe 4 types qui sont ici classées selon leur facilité de libération. Leurs 
contenus sont parfois redondants. HBP= heparin binding protein aussi appelé CAP37 ; HNP= human neutrophils peptide ; 
BPI= bactericidal permeability increasing protein.  

Les granulations primaires (ou azurophiles ou peroxydase-positives) 

Les granulations azurophiles ne sont que rarement libérées dans le milieu extracellulaire mais 

fusionnent plutôt avec le phagosome. Ces granulations contiennent un arsenal de produits 

antimicrobiens comme les cathepsines G et D, les défensines α (HNP), l’élastase , la protéinase 3 et le 

lysozyme (Faurschou and Borregaard, 2003). Récemment, une dernière protéine a été découverte 

dans ces granules : il s’agit de NSP4 (neutrophil serin protease 4), une sérine protéase spécifique de 

l’arginine (Perera et al., 2013).   
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Les défensines α représentent 50% des protéines des granulations azurophiles. Leur activité 

antimicrobienne est due à leur capacité à interagir avec les molécules chargées négativement à la 

surface des bactéries et à perméabiliser leur membrane (Borregaard et al., 2007). Elles sont très 

abondantes et présentent un large spectre antimicrobien (Borregaard et al., 2007).  

La présence de MPO (myéloperoxydase) est importante dans le développement de l’activité 

bactéricide dépendante de l’oxygène. En effet la MPO en interagissant avec le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) génère des  produits très toxiques comme l’acide hypochloreux (HOCl).  

Le BPI (Bactericidal Permability Increasing Protein), abondant dans ces granulations, est actif 

contre les bactéries Gram négatif en liant le LPS et en endommageant ainsi leur membrane. 

L’élastase et l’azurocidine sont des protéases bactéricides à large spectre appelées également 

serprocidines, qui détruisent la membrane bactérienne (Nathan, 2006).  

Les granulations secondaires (ou spécifiques ou peroxydase-négatives) 

Les granulations secondaires ne contiennent pas de myéloperoxydase mais par contre 

possèdent des molécules ayant une activité bactéricide telles que la gp91phox/p22phox (sous-unité du 

complexe NADPH oxydase), la protéinase 3 (PR3), le « Gang des L » ou des pro-défensines. Elles 

joueraient aussi un rôle dans la phagocytose et seraient plus facilement mobilisables que les 

granulations primaires. Le « gang des L » regroupe la lactoferrine (composé majoritaire), la lipocaline, 

le lysozyme, et le LL-37 (issu de la cathélicidine, CAP18). Le lysozyme dégrade les liaisons 

mucosidiques de la paroi bactérienne. La lactoferrine, en piégeant le fer, prive les bactéries du fer 

nécessaire à leur croissance. La lactoferrine, au-delà de son activité bactéricide, est considérée 

comme une alarmine pouvant directement activer la voie TLR-4 et participer à l’activation de la voie 

TLR-9 (Borregaard et al., 2007). Elles possèdent également quatre types de récepteurs de la matrice 

extracellulaire : des récepteurs à la laminine, la fibronectine et la vitronectine, ainsi que le récepteur 

du complément 3 (CR3), aussi appelé CD11b.  

Ces granulations jouent donc un rôle dans la modulation de la migration et de l’adhésion des 

PNs. Elles fusionnent de manière préférentielle avec la membrane plasmique libérant leur contenu 

dans le milieu extracellulaire (Borregaard and Cowland, 1997).  

Les granulations tertiaires (ou à gélatinase ou peroxydase-négatives) 

Le principal rôle des granulations tertiaires est d’entreposer des enzymes servant à la 

dégradation de la matrice extra cellulaire (MEC), mais également d’être une réserve de récepteurs 

membranaires utiles à la surface pour la diapédèse des PN. Ces dernières expriment ainsi  

l’héparanase, la gélatinase et des métalloprotéases (MMP) telle que MMP-9 (ou gélatinase B), MMP-

8 et MMP-25, participant à la migration en dégradant par exemple le collagène de type IV de la 

matrice extracellulaire. Ces granulations sont libérées plus difficilement que les vésicules sécrétoires 

(une stimulation par le fMLP induit une libération de seulement 20% des granulations tertiaires), 

mais plus facilement que les granulations primaires et secondaires. Elles contiennent des protéines 

impliquées dans l’adhésion comme Mac1 (pour macrophage 1 antigen aussi appelé CD11b/CD18), la 

diapédèse, la signalisation et l’acidification. Ces granules contiennent aussi la gp91phox/p22phox, des 

sous-unités de la NADPH oxydase. Elles pourraient, en fusionnant avec les vacuoles phagocytaires, 

participer à la phagocytose. 
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Les vésicules sécrétoires (ou phosphasomes) 

Ces vésicules sont les premières à être libérées au cours de l’activation du PN et fusionnent 

avec la membrane plasmique. Elles sont formées par endocytose au cours des derniers stades de 

maturation des PN et constituent, en particulier, un réservoir de récepteurs facilement disponibles 

(Borregaard and Cowland, 1997). Elles sont également appelées phosphasomes car elles contiennent 

la phosphatase alcaline. L’adhésion du PN sur les sélectines ou encore des stimuli, comme le fMLP ou 

l’IL-8 entraînent leur libération. Elles seraient notamment libérées au cours de la migration 

endothéliale et la faciliteraient. En effet, des protéines membranaires comme la β2-intégrine 

(CD11B/CD18) sont directement impliquées dans l’adhérence alors que les protéines comme le 

récepteur au fMLP (fMLP-R), CXCR1 et CXCR2 le sont dans l’activation et le chimiotactisme. 

L’azurocidine et la protéinase-3 sont aussi présentes dans ces granulations (Witko-Sarsat et al., 

1999). Ces protéines ont montré une capacité à augmenter la perméabilité endothéliale et 

l’adhérence des monocytes sur les cellules endothéliales (Gautam et al., 2001). De plus, le clivage de 

l’IL-8 par la protéinase 3 va améliorer sa capacité à induire le chimiotactisme et permettre la 

libération de TNF-α et de l’IL-1β par sa conversion protéolytique. L’azurocidine est chimiotactique 

pour les PN, les monocytes et les lymphocytes T (Chertov et al., 1997). 

1.2.4.3 Les principaux récepteurs rendant le PN sensible à son environnement 

Le PN est sensible à son environnement par l’expression de nombreux récepteurs 

membranaires acquis au cours de la différenciation et au contact de signaux de danger (figure 5). 

Une revue récente recense les principaux récepteurs exprimés et les voies de signalisation associées 

(Futosi et al., 2013). 

 
Figure 5 : Principaux récepteurs exprimés par le PN regroupés par fonction dans des blocs de couleur. Parfois, ils sont 
aussi regroupés en sous-familles qui sont alors soulignées. 

Les glycoprotéines de surface sont caractérisées par le système de clusters de différenciation 

(CD) dont les neutrophiles possèdent plusieurs molécules.  Le CD16b est exprimé uniquement par le 

PN et permet de le différencier des autres leucocytes chez l’homme (mais pas chez la souris). Ce 
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récepteur est capable de fixer les régions invariantes des IgG et est ainsi impliqué dans la 

phagocytose. Quatre membres de la famille des antigènes carcino-embryonnaires, les CD66 a/b/c/d, 

sont aussi exprimés spécifiquement sur les PN humains. Chez la souris, le Ly6G est spécifique des PN  

(Daley et al., 2008). 

Le PN exprime de nombreux récepteurs de chimiokines : CXCR4, CXCR2, CXCR1, CXCR7, CCR1, 

CCR2 et CCR2. Leur expression peut être modulée au cours de la vie du PN, comme pour CXCR4 qui 

est induit lors de la sénescence comme nous l’avons évoqué précédemment. Une fois sur le site 

inflammatoire, le PN exprime de nouveaux récepteurs de chimiokines comme CCR1 et CCR3 produits 

de novo après une stimulation de CXCR3 (Hartl et al., 2008). Selon les signaux sur le site 

inflammatoire, les récepteurs exprimés par le PN seront différents. Par exemple, le GM-CSF induit 

l’expression de CCR1 (Cheng et al., 2001). 

Le phénotype d’un neutrophile, c’est-à-dire la nature des récepteurs présents à sa 

membrane, évoluent en fonction de son environnement. Le phénomène de « priming », que l’on 

peut traduire par amorçage ou préactivation, est défini par le fait qu’un prétraitement par un 

premier stimulus à une concentration sub-optimale, augmente la réponse à un second stimulus 

ajouté ultérieurement. Par exemple, un PN circulant n’est initialement pas sensible à l’IL-10 (figure 

6). Un seul des deux composants de son récepteur est exprimé à la membrane plasmique, l’IL-10R2. 

Le PN doit être « primé » par des signaux de danger, notamment comme le LPS, ou le fMLP. Cela 

aboutit à la synthèse de novo de la deuxième sous-unité du récepteur IL-10R1 (Bazzoni et al., 2010). 

L’IL-10 peut alors se fixer sur un récepteur fonctionnel et activer le facteur de transcription STAT3, 

modulant ainsi la production des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α et l’IL-8 (Rossato et 

al., 2007).  

 
Figure 6 : Priming du PN : une exposition aux LPS, IL-4, sepsis (…) induit une production de novo de l’IL-10R1 (C), fragment 
du récepteur non exprimé constitutivement par le PN. Ce priming rend le PN sensible à l’IL-10, et permet l’activation de 
STAT3 (D) (Bazzoni et al., 2010) 

L’hétérogénéité des PN traduit sans doute des différences de maturation. Leur durée de vie 

peut différer, les stimuli qu’ils ont rencontrés participant à la libération de certaines granulations et à 
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l’acquisition de certains récepteurs. Les neutrophiles circulants représentent donc une population 

hétérogène pour différents paramètres comme la migration, la phagocytose, le métabolisme 

oxydatif, la densité, le potentiel membranaire, la synthèse protéique, et les antigènes exprimés à leur 

surface.  

L’hétérogénéité des populations de PN permet aussi de comprendre les différences entre 

individus quant à leur capacité de défense contre les micro-organismes. En effet, selon les individus  

il existerait des sous-populations de neutrophiles circulants exprimant de manière variable des 

cytokines comme l’IL-12 ou l’IL-10, des chimiokines comme CCL3 ou CCL2, des TLR comme les TLR5-

TLR8 ou TLR7-TLR9 (Chakravarti et al., 2007). Cette découverte s’est faite à partir de souris 

présentant soit une résistance, soit une sensibilité aux souches de Staphylococcus aureus à la 

méthicilline (Tsuda et al., 2004). La même hétérogénéité a été découverte chez l’homme ayant été 

exposé ou non à des lipopolysaccharides (Kamp et al., 2012; Pillay et al., 2012).  

Très récemment, des neutrophiles d’un profil N2, similaire au profil M2 des macrophages, 

ont été décrits dans des inflammations du système nerveux central (Cuartero et al., 2013). Cela laisse 

entrevoir que le phénotype du PN va sans doute se complexifier au cours des années à venir. 

1.3 De la circulation au tissu, vers un PN activé et fonctionnel 

L’activation du PN ne fait pas uniquement référence à une stimulation de l’explosion 

oxydative. Elle doit être vue comme un continuum d’événements, alliant des étapes de priming et 

des cascades de signalisation, ayant un même but : la transition du PN « naïf » de la circulation à un 

neutrophile tissulaire à forte activité bactéricide. Les principales étapes sont présentées dans la 

figure 7, de la migration à l’activité bactéricide. 

 
Figure 7 : Recrutement du PN sur le site inflammatoire (Amulic et al., 2012). Le PN circulant reconnaît les signes 
d’inflammation et migre là où son arsenal bactéricide est nécessaire. Proche du site inflammatoire, les cellules 
endothéliales exposent les sélectines qui servent à capturer les PN circulants. Le roulement s’enclenche alors le long de 
l’endothélium selon le gradient chimioattractant. L’adhésion ferme a lieu ensuite en s’appuyant sur les intégrines. Les PN 
transmigrent sur le site inflammatoire. Ils y développent leur fonction en libérant leurs granulations, des FRO (formes 
réactives de l’oxygène), les NETs et des cytokines, et en phagocytant les microorganismes.  
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1.3.1 Extravasion/ marginalisation (migration transendothéliale/ transépithéliale) 

Pour revues, (Borregaard, 2010; Kolaczkowska and Kubes, 2013; Ley et al., 2007; Sadik et al., 2011; 

Williams et al., 2011).  

1.3.1.1 Les molécules chimioattractantes du neutrophile 

Le PN est le « véhicule tout terrain » du système immunitaire en raison de sa capacité à 

entrer dans les organes et les tissus. Lors d’une réponse inflammatoire, les PN vont être attirés sur le 

site par chimiotactisme. Les chimiokines en sont les acteurs majeurs. Leur rôle principal est de 

provoquer un mouvement cellulaire selon un gradient de concentration. L’IL-8 est la chimiokine 

majeure d’attraction du PN. Elle est produite  notamment par les cellules épithéliales, endothéliales, 

les macrophages, les fibroblastes, les monocytes, mais également par les PN eux-mêmes. D’autres 

molécules impliquées dans le recrutement du PN sont notamment le fMLP (N-formyl-methionyl-

Leucyl-Phenylalanine) ou le C5a résultant de l’activation du complément (tableau I). Le fMLP peut 

être issu de dérivés bactériens mais aussi libéré par des cellules nécrotiques, attirant ainsi le PN sur le 

site inflammatoire, même sans infection (McDonald et al., 2010). Ainsi, il semblerait que l’IL-8 et le 

CXCL-1 (aussi appelé GRO-α) soient impliqués particulièrement dans le recrutement vasculaire des 

PN alors que le leucotriène B4 (LTB4) et le C5a permettraient un recrutement tissulaire (Szabady and 

McCormick, 2013). Récemment, dans un modèle de tuberculose, la calprotectine S100 A8/A9 a été 

décrite comme modulant le recrutement du PN au niveau du poumon de manière directe et indirecte 

en induisant la production de cytokines pro-inflammatoires par les autres types cellulaires (Gopal et 

al., 2013). 
 

Tableau I : Les Molécules chimioattractantes du PN (adapté de Tintinger et al., 2013). PAF = Platelet-activating factor. 
LTB4=Leucotriène B4, HXA3=hepoxilin A3. 

Molécules chimioattractantes du PN  

PAF LTB4 IL-8  
(CXCL-8) 

Azurocidines 
 

fMLP C5a, 
C3a 

GRO-α/β/γ 
(CXCL1/2/3) 

ENA78 
(CXCL5)  

 GCP-2 
(CXCL6) 

HXA3 S100 
A8/A9 

1.3.1.2 La migration transendothéliale 

 
Figure 8 : Image de microscopie intravitale d’une veine post capillaire de peau 
de souris infectée par Staphylococcus aureus. L’image a été prise deux heures 
après l’infection. Les PN sont marqués par du Ly6G-PE (phycoérythine). On 
observe des neutrophiles à tous les stades : en circulation, roulement, adhésion 
et infiltrés (Cara and Kubes, 2004). 

La première étape de la 
migration vers le site 
inflammatoire consiste à quitter 
la circulation sanguine et 
traverser la barrière 
endothéliale. La  microscopie 
intravitale a permis de mieux 
comprendre les mécanismes 
impliqués (figure 8) (Cara and 
Kubes, 2004).  

L’adhésion des PN aux 
cellules endothéliales des 
vaisseaux, puis aux cellules 
épithéliales des tissus s’appuie 
principalement sur les intégrines 
et les sélectines (figure 9).  
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La migration transendothéliale s’articule en 3 phases que nous allons détailler : une phase de 

roulement, d’adhésion ferme, puis de transmigration (figure 9). Elle prend de 15 à 45 minutes 

(Nathan, 2006). Dans certains tissus, la migration ne comprend pas toutes ces étapes. Par exemple, 

dans le cas du foie, le recrutement des PN se fait sans phase de roulement mais suite à une adhésion 

ferme directe (Menezes et al., 2009). 

 
Figure 9 : La cascade d’adhésion du PN (Ley et al., 2007). La première phase appelée roulement met en jeu les sélectines et 
entraîne un rapprochement du PN de l’endothélium. Elle s’accompagne d‘une phase d’activation, médiée par les 
chimiokines et d’un arrêt, possible via les intégrines. Cela permet l’adhésion ferme du PN qui active des cascades de 
signalisation, un remodelage du cytosquelette et permet la transmigration para- ou transcellulaire (ICAM1=intracellular 
adhesion molecule 1 ; LFA1=lymphocyte function-associated antigen 1 ; MAC1= Macrophage antigen 1 ; PSGL1 = P-selectin 
gycoprotein ligand 1 ; PECAM1 =platelet/endothelial-cell adhesion molecule1 ; PI3K= phosphoinositide 3-kinase ; VCAM1= 
vascular cell-adhesion molecule 1).  

Le rolling ou roulement 

Les cellules endothéliales contrôlent l’attachement initial des PNs via les P-séletines et les E-

sélectines. Ces molécules vont interagir avec les ligands des P-sélectines (comme PSGL-1, P-sélectine 

glycoprotein ligand-1) et L-sélectines (CD62-L) exprimées par le PN et initient ainsi l’adhésion des PN 

aux cellules endothéliales. Emportés par le flux sanguin, les PN « roulent » sur la paroi du vaisseau. 

Ces interactions aboutissent à un ralentissement du PN au niveau de l’endothélium et induisent une 

signalisation par les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) qui activent ainsi des kinases comme 

la PI3K ou la PLC-γ (phospholipase C-γ) et par là-même réorganisent le cytosquelette du PN (Sanchez-

Madrid and Barreiro, 2009; Szabady and McCormick, 2013). En même temps, le PN libère les 

vésicules sécrétoires, ce qui le rend plus sensible à son environnement en augmentant la quantité de 

récepteurs, notamment des intégrines (Borregaard, 2010). 

L’adhésion ferme 

En réaction à un contexte inflammatoire (type IL-17, IL-1β, TNF-α, LPS), les cellules 

endothéliales expriment des intégrines (comme ICAM-1 et VCAM-1), de plus forte affinité, qui se 

lient avec  les β2-intégrines LFA-1 et Mac-1, exprimées par le PN (Zimmerman et al., 1992) (Bunting 

et al., 2002). Les interactions des PN avec les cellules endothéliales permettent l’adhérence forte du 
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PN à l’endothélium et provoquent un arrêt du roulement, qui précède la migration transendothéliale 

ou diapédèse. Les β2-intégrines du PN sont initialement stockées dans les vésicules sécrétoires et les 

granulations spécifiques. Elles sont libérées en réponse aux chimiokines comme l’IL-8 et certains 

médiateurs lipidiques comme le leucotriène B4 (LTB4) : il s’agit de la phase d’activation du PN. Une 

disparition rapide des L-sélectines est également observée, résultant d’un phénomène de clivage 

protéolytique ou « shedding » (Ivetic, 2013).  

Mac-1 (CD11b/CD18) est une intégrine essentielle du PN, impliquée dans toutes les étapes 

de sa migration de la circulation au tissu. Son expression à la membrane est contrôlée par la Rho-

kinase. L’inhibition de cette kinase limite le recrutement des PN au niveau du poumon dans un 

modèle de sepsis (Hasan et al., 2012; Palani et al., 2012). 

La diapédèse 

Deux voies peuvent être utilisées : la voie transcellulaire, où les PN traversent les cellules 

endothéliales elles-mêmes (20 à 30 minutes) (Phillipson et al., 2006) ou la voie paracellulaire, où les 

PN se faufilent entre les cellules endothéliales (2 à 5 minutes) (Ley et al., 2007). La balance entre ces 

deux voies est contrôlée par LFA-1 et Mac-1 et leurs ligands ICAM-1 et ICAM-2. Le choix de la zone se 

fait lors du « crawling », où à l’aide de ses pseudopodes le PN choisit la « meilleure voie » (Jenne et 

al., 2013). La voie paracellulaire se caractérise par une migration à travers les jonctions serrées 

endothéliales. Elle a lieu généralement à l’intersection de 3 cellules endothéliales, les jonctions y 

étant moins régulières (Burns et al., 2003). La voie transcellulaire est empruntée par 5 à 30% des PN, 

mais cela varie beaucoup selon le type de tissu (Woodfin et al., 2011). Elle est beaucoup moins 

rapide que l’autre voie. Cette voie est privilégiée au niveau des endothéliums microvasculaires. Dans 

ce processus, le PN traverse le cytoplasme de la cellule endothéliale, en évitant le noyau. Pour 

faciliter sa traversée, le PN génère des protrusions qui auraient pour fonction de « palper » 

l’endothélium à la recherche de la zone de plus faible résistance de l’endothélium (Carman et al., 

2007). Par la suite, le PN migre à travers la lame basale endothéliale composée d’un réseau de 

protéines extracellulaires (laminine 8 /10, collagène de type IV). Des protéases issues des 

granulations des PN (élastase, gélatinase, métalloprotéases) vont remodeler les constituants de la 

lame basale pour permettre son passage (Carman et al., 2007).  

Lors de la diapédèse, un programme de transcription de gènes de cytokines est mis en route 

permettant le recrutement au site inflammatoire d’autres cellules grâce à la production de plusieurs 

chimiokines pro-inflammatoires comme l’IL-8 et le CXCL-1. Nous en parlerons dans la partie 3 de ce 

chapitre. 

1.3.1.3 Après la barrière endothéliale 

Les PN atteignent le site inflammatoire le plus souvent directement. Dans le tissu interstitiel, 

le PN suit les gradients chimiotactiques provenant du pathogène (comme le fMLP) ou de l’hôte 

(comme l’IL-8). Ces derniers vont finir d’activer le PN en modulant des voies de signalisation et un 

programme de transcription.  Au contact du pathogène, lorsque qu’il n’y a plus de gradient et que la 

concentration maximale est atteinte, le PN exerce ses fonctions bactéricides, que nous allons 

développer dans le prochain paragraphe.  

Dans le cas des bronches et de l’intestin notamment, le PN doit néanmoins traverser tout 

d’abord la barrière épithéliale. La migration transépithéliale semble exclusivement paracellulaire et 
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s’appuie sur les protéases du PN, notamment l’élastase, qui facilite la migration (Szabady and 

McCormick, 2013). Le processus par lequel le PN transmigre à travers les cellules épithéliales dépend 

d’interactions séquentielles où le PN rampe à travers un tunnel formé de trois cellules épithéliales 

(Burns et al., 2003; Szabady and McCormick, 2013). Enfin, un bon détachement des PN du pôle apical 

de l’épithélium semble être une étape importante de la résolution de l’inflammation (Campbell et al., 

2007; Szabady and McCormick, 2013). Cela repose sur le couple DAF/CD97 (DAF pour decay-

accelerating factor,  aussi appelé CD55) (Lawrence et al., 2003), ainsi que CD44 (Brazil et al., 2010).  

La migration transépithéliale semble retarder la mort par apoptose des PN (Le'Negrate et al., 

2003). En effet l’expression du ligand de Fas (FasL) et des caspases 3, 8, 6 et 7 est diminuée (Hu et al., 

2005b). 

1.3.2 Le PN, un tueur de bactéries   

Les différentes formes de l’activité microbicide du PN permettent de limiter l’invasion des 

tissus sains par les bactéries, virus et particules étrangères. Elles sont présentées dans la figure 10. 

 
Figure 10 : L’activité bactéricide du PN : sa force, mais un danger pour les tissus environnants. FRO = formes réactives de 
l’oxygène ; BPI = bactericidal permeability increasing protein, Nets= Neutrophil extracellular traps. 

1.3.2.1 La phagocytose, arme interne du PN 

 Pour revue, (Brechard et al., 2013; Lee et al., 2003b) 

La phagocytose, associée à la production de formes réactives de l’oxygène (FRO) et d’acide 

hypochlorique, est considérée comme le mécanisme le plus efficace pour éliminer des pathogènes 

(Dale et al., 2008). Elle permet l’internalisation de grosses particules supérieures à 0,5µm. Ce 

mécanisme est dépendant de l’actine et indépendant des clathrines, contrairement à la pinocytose 

(Underhill and Ozinsky, 2002). La phagocytose se déroule en deux étapes : les granulocytes se lient 

d’abord aux particules à phagocyter, puis les intègrent. L’attachement est un phénomène passif, 

alors que l’ingestion est un phénomène actif qui exige de l’énergie. C’est ainsi que dès 1959, un pic 
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de la glycolyse anaérobie a été observé comme associé à la phagocytose  (Sbarra and Karnovsky, 

1959) (figure 11). 

 
Figure 11 : Mécanisme de la phagocytose. TLR= Toll like receptor. FcγR= Récepteur Fcγ. CR=Récepteur du complément. 

 Reconnaissance du pathogène 

Grâce aux récepteurs exprimés à leur surface, les PN peuvent reconnaître et phagocyter des 

pathogènes par différents mécanismes (Gougerot-Pocidalo et al., 2002). Reconnaître un agent 

infectieux sans l’avoir jamais rencontré est une caractéristique fondamentale du système de défense 

inné. Cette fonction essentielle de l’immunité innée repose sur l’existence d’un ensemble de 

récepteurs regroupés sous l’appellation de « PRR », pour « Pattern recognition receptor ». Les PRR 

sont synthétisés de manière constitutive et caractérisés par leur capacité à reconnaître des 

« molécules-signatures » des agents pathogènes, appelés « PAMPs », pour « Pathogen associated 

molecular patterns ». Ces molécules signent le « non-soi infectieux », n’étant ainsi pas spécifiques 

d’une espèce ou d’un genre de microorganisme, et sont par définition absentes des cellules de l’hôte 

(Netea et al., 2004). Elles peuvent être reconnues de manière directe ou indirecte (figure 11). 

 Reconnaissance directe 

Ces PRR incluent en particulier les « Toll like receptors » (TLR). Le PN exprime 9 des 10 TLRs 

connus chez l’homme, à l’exception du TLR3 (Hayashi et al., 2003). La stimulation des TLR induit 

directement l’explosion oxydative. Le PN peut donc reconnaître directement les lipopolysaccharides 

(LPS) et les polysaccharides des pathogènes via ses TLR 2, 4 et 6. Les TLR 7, 8 et 9, localisés dans des 

organelles intracellulaires, reconnaissent des acides nucléiques microbiens qui présentent 

notamment des motifs CpG non méthylés (succession d’une cytosine et d’une guanine sans 

groupement méthyl), les TLR 7 et 8 détectent les ARN et le TLR9 l’ADN (acide désoxyribonucléique). 

Le TLR9 peut néanmoins reconnaître de l’ADN mammifère, qui est normalement dégradé 

rapidement. Dans le cas de maladies autoimmunes, l’ADN libéré des cellules nécrotiques forme des 

complexes immuns avec des protéines comme le LL-37, ce qui limite sa dégradation. Il peut alors être 

endocyté par le PN et participer à des réactions auto-immunes comme dans le lupus (Miyake and 

Onji, 2013). Mais une particularité du neutrophile, récemment décrite, réside dans le fait que le TLR9 

est également exprimé à sa surface, ce qui permet une réponse inflammatoire rapide sans 

endocytose, mais augmente aussi le risque de maladies auto-immunes (Lindau et al., 2013). Les TLR 
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7, 8, et 9 permettent aussi de reconnaître les DAMPs « Danger associated molecular patterns », 

molécules endogènes comme les protéines HSP (heat shock protein) ou HMGB1 (High-mobility group 

protein B1) (Futosi et al., 2013). 

Les PN expriment également des récepteurs intracellulaires NOD-like (nucleotide-binding 

oligomerization domain receptors): NOD2 et le NLRP3  (NOD-like receptor family, pyrin domain 

containing 3). Ils reconnaissent les protéoglycanes bactériens. Ils peuvent être impliqués dans la 

phagocytose, mais permettent surtout la reconnaissance des signaux de danger endogènes, les 

DAMPs et la formation de l’inflammasome pour NLRP3 (Futosi et al., 2013). 

Les TLR et les récepteur NOD-like ne sont pas directement impliqués dans la phagocytose. 

Cependant la reconnaissance du pathogène par ces PRR active le PN et augmente ses capacités de 

phagocytose (Hellberg et al., 2011). 

 Reconnaissance indirecte 

Les PN reconnaissent également des particules enrobées d’immunoglubulines G (IgG), dites 

opsonisées, en fixant les parties Fc de ces anticorps grâce aux récepteurs FcγRIIa (CD32), FcγRIIIb 

(CD16) et FcγRIV exprimés de manière constitutive à leur surface. L’expression du récepteur FcγRI 

peut être augmentée en réponse à l’IFN-γ (Interféron γ) ou au G-CSF (Nordenfelt and Tapper, 2011). 

Le même phénomène se produit pour des particules opsonisées par les fragments du 

complément (par exemple le C3b, issu du C3 hydrolysé). Les PN possèdent les récepteurs liant ces 

fragments tels que le CR1, CR3 et le CR4 (Complement receptor) (Underhill and Ozinsky, 2002). 

Contrairement aux récepteurs FcγR, pour permettre la phagocytose les récepteurs du complément 

(CR1/3/4) ont besoin d’un stimulus additionnel comme le PMA (phorbol miristate acétate), le TNF-α, 

le LPS ou une liaison avec la MEC (Underhill and Ozinsky, 2002). 

La fibronectine, la vitronectine et les lectines (comme les galectines) opsonisent les bactéries 

de manière non spécifique. Elles sont alors reconnues par les intégrines, qui vont permettre la 

phagocytose. L’ingestion nécessite un second signal pouvant activer la PKC (protéine kinase C) 

(Underhill and Ozinsky, 2002).  

Au-delà des bactéries, le PN peut reconnaître et phagocyter des champignons en fixant 

notamment le fibrinogène par le CR3 et les β2-intégrines, mais également des virus par les 

récepteurs  ROG-like RIG-1 et MDA5 (melanoma differentiation associated gene 5), localisés dans le 

cytoplasme qui reconnaissent l’ADN viral présent lors de la réplication virale (Futosi et al., 2013).  

Ingestion et élimination  

La fixation d’un ligand à la surface d’un PN induit une hyperpolarisation, un flux calcique et 

une augmentation transitoire d’AMPc. Un pseudopode, contenant le noyau et les granulations, se 

forme alors à l’avant de la cellule (Lee et al., 2003b). Ce dernier permet d’entourer la particule et de 

l’englober au sein de la vacuole phagocytaire. La phagocytose impliquant les récepteurs du 

complément ne nécessite pas de pseudopodes (Nordenfelt and Tapper, 2011). Suite à 

l’internalisation de micro-organismes dans la vacuole phagocytaire, une séquence coordonnée 

d’événements mène à l’activation du système microbicide. En effet, le phagosome initialement 

formé est relativement inoffensif vis-à-vis des pathogènes. Les éléments critiques sont la stimulation 

du métabolisme oxydatif qui génère des dérivés toxiques de l’oxygène (FRO) et le relargage vers la 

vacuole phagocytaire des protéines des granulations douées de propriétés antimicrobiennes 
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(Brechard et al., 2013). La destruction de l’agent pathogène s’y effectue par l’intermédiaire de deux 

mécanismes bactéricides agissant en coopération (Gougerot-Pocidalo et al., 2002). 

 Système indépendant de l’oxygène  

Le système indépendant de l’oxygène repose sur  le déversement du contenu granulaire dans 

le phagosome à savoir des enzymes (hydrolases acides, glycosidases, protéases, lysozymes), et des 

protéines cationiques à actions antibiotiques, présentées dans le paragraphe I.B, telles que les 

défensines. Il implique aussi l’augmentation de l’expression de certaines protéines à la surface du PN 

comme les récepteurs des N-formyl-peptides ou les β2-intégrines, permettant d’amplifier les 

mécanismes de destruction des microorganismes par le PN (Lee et al., 2003b). Nous reviendrons sur 

la dégranulation par la suite. 

 Système dépendant de l’oxygène : formes réactives de l’oxygène (FRO) 

Un des mécanismes majeurs d’élimination des pathogènes par le PN consiste à produire des 

dérivés toxiques de l’oxygène appelés formes réactives de l’oxygène ou FRO. La production de FRO 

fait intervenir un système enzymatique complexe, la Nox2, constitué de plusieurs composants 

protéiques, dispersés entre les membranes et le cytosol dans le PN au repos. Ce complexe catalyse la 

réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygène (figure 12). La famille des Nox (Nox 1, 2, 3, 4 et 5) et 

des Duox (Duox 1 et 2), anciennement appelée NADPH oxydase, regroupe sept enzymes homologues 

décrites dans plusieurs types cellulaires (Brandes et al., 2013). 

 Les composants membranaires de Nox2 sont le flavocytochrome b558, constitué de deux 

sous-unités, la p22phox et la gp91phox, et d’une petite protéine G de type Rap1A (Regulator of adhesion 

and polarization 1). Ils sont stockés dans les granulations spécifiques, gélatinases, et sécrétoires.  

Gp91phox est une glycoprotéine qui permet le transfert des électrons. P22phox a pour rôle de stabiliser 

gp91phox et peut interagir avec une sous-unité cytoplasmique, p47phox (Brandes et al., 2013) 

Les composés cytosoliques sont les protéines p47phox, p67phox, p40phox et une petite protéine 

G de type Rac2, p21rac. P67phox fixe la p21rac et permet le transport des électrons. P47phox sous sa 

forme phosphorylée, participe au recrutement des sous-unités cytosoliques à la membrane. P40phox 

possède un rôle moins bien connu, mais semble participer à l’assemblage du phagosome. P21rac est 

indispensable à l’activation de Nox2 (Brandes et al., 2013). 

 
Figure 12 : L’assemblage des différents composants de Nox2 suite à la fixation de bactéries opsonisées sur le récepteur 
FcγR ou CR3 (de A, état de repos à B, état activé) permettant le transfert d’électrons et la génération de l’anion 
superoxyde (Brechard et al., 2013). 
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La formation du complexe dépend de la phosphorylation des protéines Phox (pour phagocyte 

oxydase) par la PKC (protéine kinase C), Akt/PKB (protéine kinase B), ERK (extracellular regulated 

kinase), et la p38 kinase (El-Benna et al., 2009; El Benna et al., 1996). Les phospholipases A et C ainsi 

que des flux calciques sont aussi impliqués.  

L’activité de ce complexe, négligeable dans les PN au repos, est très fortement augmentée 

dans les cellules activées. Un PN tissulaire a ainsi des capacités de phagocytose plus importantes 

qu’un PN circulant (Lee et al., 2003b). La stimulation de Nox2 peut être induite par un grand nombre 

de facteurs particulaires (bactéries, zymosan, particules de latex) et solubles (fMLP, fragment C5a du 

complément, leucotriène B4, endotoxines bactériennes, activateurs de la protéine kinase C de type 

esters de phorbol (PMA)). Après activation du PN par différents stimuli, les composants du complexe 

se retrouvent au niveau membranaire et sous-membranaire, formant ainsi l’enzyme active (figure 

12.B). L’exocytose des granulations permet le rapprochement des différents composants du 

complexe (Uriarte et al., 2011). Un canal est constitué, au niveau de la membrane du phagosome, 

permettant le transfert de deux électrons à partir du NADPH sur une flavine liée au cytochrome b, 

puis sur les hèmes et enfin sur l’oxygène situé à l’intérieur du phagosome, formant ainsi un ion 

superoxyde O2
- et un proton H+ (Bedard and Krause, 2007; Taylor et al., 1993). 

 La réaction chimique de l’oxydase est représentée par l’équation: 

2 O2 + NAPDH    =>     2 O2
-+H+ + NAPD+. 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 13 : La production intraphagosomale de formes 
réactives de l’oxygène, FRO (Brechard et al., 2013). L’anion 
superoxyde de l’oxygène est transformé en peroxyde 
d’hydrogène H2O2 par la superoxyde dismutase, puis en 
acide hyopochloreux (HOCl) par la MPO issue des 
granulations azurophiles. L’afflux de chlore est permis par le 
recrutement du CFTR (cystic fibrosis transmembrane 
conudctance regulator) à la membrane du phagosome. 

Ceci donne naissance à l’anion superoxyde O2°
-, précurseur des autres FRO, comme le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2), et le radical hydroxyl OH°. La SOD (superoxyde dismutase) va catalyser 

la transformation de l’ion superoxyde en peroxyde d’hydrogène ayant un fort pouvoir bactéricide et 

étant capable de traverser les membranes grâce à son caractère lipophile (figure 13). Le peroxyde 

d’hydrogène peut être transformé par la MPO libérée dans le phagosome en acide hypochloreux 

(HOCl), un composé extrêmement bactéricide (Morgan et al., 2009; Roos et al., 2003). Ce dernier est 

considéré comme la FRO la plus bactéricide. Il induit chez les microorganismes le blocage du 

transport membranaire, la diminution des réserves d’AMPc et la suppression de la synthèse d’ADN 

(Klebanoff, 2005). Il est probable que cet acide induise également la libération du fer de nombreux 

sites enzymatiques bactériens (Halliwell, 2006). 

Les FRO causent des altérations lipidiques, protéiques et des atteintes des acides nucléiques 

au sein des microorganismes. Leur production se fait au niveau de la face externe de la membrane 
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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 l’agent 

phagocyté, ce qui limite les dégâts tissulaires.  

Le rôle majeur des FRO et de Nox2 dans la défense anti-infectieuse est illustré par la 

survenue d’infections bactériennes et fongiques sévères et/ou répétées au cours de déficits 

génétiques des différents composants de Nox2 regroupés sous le terme de Granulomatose septique 

chronique (Andrews and Sullivan, 2003)(Andrews and Sullivan, 2003)(Kannengiesser et al., 2008). 

Dans cette pathologie, les PN et monocytes ingèrent les bactéries mais ne sont pas capables de tuer 

les bactéries exprimant la catalase. Les deux formes les plus fréquentes sont liées à un défaut de la 

gp91phox (liée à X, environ 60% des cas) ou un défaut de la p47phox (environ 30% des cas, autosomal 

récessif)(Kannengiesser et al., 2008; Stasia and Li, 2008). Un mauvais fonctionnement de la NAPDH 

oxydase peut aussi être lié à des déficiences pour les kinases IRAK4 ou NEMO qui affectent la 

phosphorylation de la p47phox et le recrutement de la p67phox respectivement (Singh et al., 2009). 

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

conduire à l’apparition de lésions tissulaires dues à la peroxydation des lipides, participant à la 

formation du pus et à la physiopathologie des maladies inflammatoires (Grommes and Soehnlein, 

2011). 

Afin d’exercer son activité anti-infectieuse tout en évitant la survenue des lésions tissulaires 

liées à une stimulation excessive, le PN doit être soumis à une fine régulation. Parmi les éléments 

impliqués dans ces régulations, les cytokines présentes sur le site inflammatoire jouent un rôle 

important par des phénomènes dits de « priming » et de désensibilisation, conduisant 

respectivement à une potentialisation ou une diminution des réponses cellulaires aux stimuli 

externes. Le GM-CSF ou le TNF-α entraînent une phosphorylation partielle de p47phox permettant un 

amorçage de son activation par le fMLP (El-Benna et al., 2008). Un PN primé est ainsi capable de 

produire 10 à 20 fois plus de FRO qu’un PN dit « naïf » au contact d’un même stimulus (Sheppard et 

al., 2005). Le phénomène de désensibilisation permet quant à lui une désactivation de la NADPH 

oxydase, étape nécessaire à la résolution du phénomène inflammatoire. L’internalisation du 

récepteur au TNF-α, TNFR, en est un exemple (Ali et al., 1999). 

1.3.2.2 La dégranulation, renfort interne de la phagocytose et arme externe  

La dégranulation correspond à la fusion de la membrane granulaire à la membrane 

plasmique ou à la membrane du phagosome, aboutissant au déversement du contenu granulaire 

dans le milieu environnant. On ne connait pas bien les mécanismes reliant la fixation aux récepteurs 

de surface à la dégranulation (Lacy and Eitzen, 2008). La libération des granules est dépendante 

d’une modulation des microtubules (pour la translocation des granules dans la cellule) et des 

filaments d’actine (pour le rapprochement des granules de la membrane plasmique ou phagosomale) 

et nécessite l’intervention des SNAREs (récepteurs des SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) (Jog 

et al., 2007; Stow et al., 2006). Ce processus nécessite une augmentation de calcium intracellulaire, 

du GTP (guanosine triphosphate) et l’hydrolyse de l’ATP (adénosine triphosphate) (Sengelov et al., 

1993; Theander et al., 2002). Les signaux pouvant l’induire sont le fMLP, PAF (platelet activating 

factor), LTB4 et des variations de calcium intracellulaire (Tintinger et al., 2013).  
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Libération intracellulaire, complémentaire de la phagocytose  

La capacité des PN à détruire des micro-organismes dans des conditions anaérobies montre 

l’existence de mécanismes bactéricides indépendants de l’oxygène. La dégranulation en fait partie. 

Les granulations distribuées de manière homogène dans le cytoplasme migrent vers la vacuole 

phagocytaire. La fusion de la membrane des granulations avec celle du phagosome conduit à 

la libération de protéases (Nathan, 2006). La NADPH oxydase contrôle le pH luminal du phagosome 

et le maintient à un niveau alcalin, ce qui est nécessaire à l’activité de deux sérines protéases issues 

des granulations, l’élastase et la cathepsine G (Nathan, 2006).  

Libération extracellulaire 

Indirectement les PN peuvent détruire les micro-organismes par deux mécanismes généraux 

(Yang and Oppenheim, 2009). Le premier est la libération de molécules toxiques pour les bactéries 

qui principalement perméabilisent la membrane bactérienne. Elles se divisent en deux familles : les 

peptides antibactériens cationiques, comme les défensines (HNP), la LL-37 et la BPI, et les enzymes 

protéolytiques, comme le lysozyme, les sérines protéases ou serprocidines (la protéinase 3 (PR-3), 

l’élastase et les cathepsines G) ainsi que l’azurocidine. Le second mécanisme est la captation des 

facteurs essentiels à la croissance des bactéries comme le fer piégé par le lactoferrine ou le zinc et le 

magnésium séquestrés par la calprotectine (S100A) (Corbin et al., 2008; Nathan, 2006).  

Les molécules granulaires bactéricides ont des rôles différents mais à la fois redondants. En 

effet la délétion d’un seul gène affecte seulement faiblement la réponse immunitaire (Amulic et al., 

2012). Au-delà des propriétés bactéricides, elles ont des propriétés d’immunorégulation que nous 

évoquerons par la suite (Yang and Oppenheim, 2009).  

Enfin, en marge de la dégranulation, une dernière activité bactéricide du PN a été proposée : 

le PN libèrerait des microvésicules possédant des fonctions antimicrobiennes (Timar et al., 2013). Ces 

microvésicules sont présentes dans le sérum et leur nombre est augmenté lors d’une septicémie 

(Timar et al., 2013). 

Les deux voies dépendantes ou indépendantes de l’oxygène sont indispensables au 

fonctionnement des PN car si certaines bactéries peuvent être détruites en condition anaérobie, 

d’autres, comme le staphylocoque, nécessitent l’oxygène pour être détruites (Voyich et al., 2005). En 

plus de la dégradation intracellulaire par la dégranulation et par l’explosion oxydative, et 

extracellulaire par libération de molécules antimicrobiennes, les PN présentent une troisième voie de 

destruction des bactéries : les NETs (Neutrophils extracellular traps). 

1.3.2.3 La nétose 

La nétose prolonge les effets antibactériens du PN. Une observation morphologique des PN 

mourant par nétose a permis de montrer qu’il s’agissait d’un phénomène bien distinct des autres 

voies de mort (apoptose ou nétose) (Fuchs et al., 2007). La nétose se caractérise par une 

désintégration de l’enveloppe nucléaire et par un mélange des matériels cytoplasmiques et 

nucléaires. La formation des NETs serait ainsi la conséquence d’une nouvelle forme de mort cellulaire 
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active, qui intervient alors que la capacité phagocytaire des PN décline (Fuchs et al., 2007). La 

libération de filets extracellulaires est un phénomène décrit pour d’autres types cellulaires : les 

éosinophiles, les basophiles (Schorn et al., 2012), les mastocytes (von Kockritz-Blickwede et al., 

2008), les monocytes (Webster et al., 2010) et les macrophages (Wong and Jacobs, 2013). 

Au cours de la nétose, l’ADN se décondense et sort du PN entraînant avec lui des protéines 

du cytoplasme, des granules (azurophiles : élastase, cathepsin G, MPO ; spécifiques et tertiaires : 

lactoferrine, gélatinase) et du noyau (histones) (Brinkmann and Zychlinsky, 2007). Ce phénomène 

permet la formation d’un ensemble de filaments composés d’ADN et de protéines. Le mécanisme de 

formation des NETs n’est pas encore totalement compris et seulement un faible pourcentage de PN 

in vitro meurt par nétose (Brinkmann and Zychlinsky, 2007). La libération de FRO est nécessaire pour 

la formation des NETs (Bianchi et al., 2009), et une NADPH oxydase et une MPO fonctionnelles 

semblent nécessaires (Metzler et al., 2011). Ainsi, lors d’une infection, les PN attirés par 

chimiotactisme, libèrent cet ensemble de filaments, qui constitue un véritable filet dans lequel les 

bactéries sont capturées (Brinkmann et al., 2004). Ils ont la capacité d’éradiquer aussi bien des 

bactéries Gram + et Gram – (Wartha et al., 2007), que des champignons, tels que candida albicans, 

(Urban et al., 2006), des parasites (Abi Abdallah and Denkers, 2012) et des virus (Drescher and Bai, 

2013). On pourrait également envisager que les NETs constituent une barrière physique à la 

dissémination des bactéries. Les histones participent à l’activité bactéricide des NETs. 

L’hypercitrullination des histones permet la décondensation de l’ADN et la libération des NETs (Wang 

et al., 2009). L’exposition d’ADN, d’histones et de protéines a été impliquée dans des maladies auto-

immunes, comme le lupus érythémateux disséminé (Parseghian and Luhrs, 2006). Les NETs peuvent 

aussi entraîner des dommages tissulaires, notamment sur l’épithélium intestinal, ce qui a été montré 

au laboratoire (Marin-Esteban et al., 2012). Les NETs ont également été impliqués dans la réponse 

antivirale. En effet, Saitoh et collaborateurs ont montré que les NETs étaient capables de capturer 

des particules du virus d’immunodéficience humaine (VIH) et ainsi de réduire son efficacité à infecter 

les cellules T (Saitoh et al., 2012). Récemment, des neutrophiles anucléés ont été décrits, PN ayant 

potentiellement libéré leur ADN par nétose. Ces PN conserveraient une partie de leur activité anti-

inflammatoire (Yipp et al., 2012). Une technique d’isolement des NETs a été mise au point au 

laboratoire et permet d’étudier plus en détail in vitro les effets des NETs sur les cellules immunitaires, 

et particulièrement sur la cellule dendritique (Barrientos et al., 2013). 

 Tous les compartiments du PN sont impliqués dans la lutte contre les microorganismes : de 

ses granulations jusqu’à son noyau par les NETs. La présence de PN fonctionnels au niveau du tissu 

est donc essentielle, notamment pour contrôler les infections (figure 7), mais il est aussi important 

de contrôler l’influx des PN afin de limiter les dommages tissulaires.  

1.3.3 Relais de l’immunité : vers une immunité innée acquise 

Pour revue, (Mantovani et al., 2011) 

Les PN sont des cellules indispensables de l’immunité. En effet, une profonde neutropénie 

conduit à une immunodéficience sévère chez l’homme, comme dans le cas du syndrome WHIM 

évoqué précédemment (Dotta et al., 2011). Au contraire, une présence excessive de PN est délétère, 

ce qui est rapporté dans la polyarthrite rhumatoïde ou la BPCO (broncho-pneumopathie chronique 

obstructive). 
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Les PN participent au réseau de communication, qui constitue les fondations de l’immunité, 

interagissant avec pratiquement toutes les cellules. En tant que premières cellules impliquées dans la 

réaction inflammatoire, ils peuvent orchestrer la suite de la réponse immunitaire, influencer les 

cellules à proximité et recruter d’autres leucocytes grâce à la production de médiateurs peptidiques 

et lipidiques. 

1.3.3.1 Les principaux médiateurs modulant l’environnement et l’inflammation  

Les PN sécrètent des cytokines et des chimiokines, essentielles à la mise en place de la 

réponse immunitaire, y compris la réponse immunitaire adaptative. Les PN produisent, par rapport 

aux autres cellules immunitaires, de faibles quantités de cytokines, mais étant donné leur grand 

nombre sur le site inflammatoire, cette production est d’importance majeure (Nathan, 2006). Ces 

cytokines sont libérées par le PN en réponse au LPS, à des chimiokines, à des cytokines, à des 

chimioattractants (fMLP, LTB4, C5a) ou à des microorganismes. Certaines cytokines sont produites de 

novo après une stimulation et d’autres sont stockées dans le PN et relarguées après un stimulus 

donné : c’est le cas de BAFF (B cell activating factor), TRAIL, l’IL-8, CCL-20 et l’IL-1RA (IL-1 Receptor 

Antagonist) (Mantovani et al., 2011) (Scapini et al., 2008) (figure 14 et tableau II). 

Le PN, une source de chimiokines. 

Le PN est une source importante de chimiokines (cytokines chimioattractantes) pouvant être 

classées en deux groupes selon la position des deux premiers résidus cystéines (C) dans leurs 

séquences (Mantovani et al., 2011) (figure 14): 

- Le groupe des C-X-C dont les membres principaux sont l’IL-8, CXCL-1 (GRO-α), CXCL-2 (MIP-

2), qui ont pour principale fonction d’attirer le PN ou les cellules NK (Scapini et al., 2000). Son effet 

chimioattractant peut durer jusqu’à 10 heures. L’IL-8 induit également le changement de forme du 

PN en remodelant son réseau d’actine, et en induisant la dégranulation ainsi que l’explosion 

oxydative (Kasama et al., 2005; Westlin et al., 1992). 

- Le groupe des C-C dont les membres principaux sont CCL-2 (MCP-1, monocyte chemotactic 

proteins), CCL-5 (RANTES), CCL-3 (MIP-1α) et CCL-4 (MIP-1β) qui recrutent les monocytes, les 

basophiles, les éosinophiles, les lymphocytes T, les cellules NK et les cellules dendritiques. 

Le PN, une source de cytokines : quelques exemples 

Les premières cytokines produites par le PN participent à la mise en place de la réponse 

immunitaire (figure 14).  

L’IL-1β et l’IL-1RA appartiennent à la famille de l’interleukine 1 (IL-1). L’IL-1RA permet de 

moduler les actions de l’IL-1β en tant qu’antagoniste de son récepteur (Dinarello, 1996). L’IL-1β est 

formée suite à la formation de l’inflammasome qui permet l’activation de la caspase-1. Ce 

mécanisme est dépendant des FRO (Gabelloni et al., 2013a). Les PN murins expriment 

constitutivement le complexe NLRP3 de l’inflammasome. Suite à un priming par du LPS, les PN seront 

la principale source d’IL-1β en réponse aux activateurs classiques de l’inflammasome. Un déficit 

génétique d’un des composants de l’inflammasome empêche la production d’IL-1β par le PN 

(Mankan et al., 2012). Il est intéressant de noter que le PN produit à la fois un médiateur pro-

inflammatoire et son inhibiteur physiologique. 
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Le TNF-α (Tumor necrosis factor-α) peut être produit par le PN, mais le macrophage en est la 

principale source. Les PN expriment le récepteur du TNF-α, p55 et p75. La fixation du TNF-α sur son 

récepteur initie une cascade d’événements contribuant au recrutement et à l’activation de cellules 

inflammatoires : expression des molécules d’adhésion sur l’endothélium, induction de l’explosion 

oxydative des PN, dégranulation (Nathan, 2006), production de médiateurs inflammatoires comme 

les prostaglandines PGI2 et PGE2, ou l’IL-1β. Le TNF-α intervient aussi dans la différenciation 

cellulaire, la prolifération et l’apoptose (Driscoll, 2000). 

La production par le PN de l’IL-10 a été débattue dans la littérature et est spécifique de 

l’espèce (Cassatella et al., 2009; De Santo et al., 2010). Cela peut s’expliquer par des divergences de 

techniques (isolement des cellules) et des différences entre les modèles murins et humains.  In vivo, 

les PN de souris ont été décrits comme produisant de l’IL-10 au cours d’un modèle de pneumonie, 

alors que, dernièrement, le locus de l’IL-10 a été décrit comme inactif chez l’homme (Tamassia et al., 

2013; Zhang et al., 2009a). Cela illustre sans doute une divergence entre les PN murins et les PN 

humains. 

De même, la production de l’IFN-γ ou de l’IL-17 demeure un sujet de controverse. Certaines 

publications proposent que les PN humains et murins infiltrant les lésions cutanées psoriasiques (Lin 

et al., 2011) et la synovie de patients souffrant de la polyarthrite rhumatoïde (Moran et al., 2011) 

expriment l’IL-17A. 

Des PN humains ont été récemment décrits comme produisant l’IL-27 au cours du sepsis. 

Cette interleukine aurait des effets régulateurs sur le PN en inhibant la production de FRO, diminuant 

donc l’activité bactéricide des PN in vitro (Rinchai et al., 2012). 

 
Figure 14 : Les PN sécrètent de nombreuses cytokines, chimiokines et facteurs angiogéniques spontanément ou après 
exposition à des stimuli. Cela a été décrit au niveau protéique et transcriptionnel. * fait référence aux études réalisées 
seulement sur les transcrits ; # aux études faisant l’objet d’une controverse (Mantovani et al., 2011) 

Le PN, source d’autres médiateurs  

Comme nous l’avons évoqué précédemment, les PN libèrent des médiateurs contenus dans 

les granulations (Yang and Oppenheim, 2009), des FRO (tel le peroxyde d’hydrogène) (Schmielau and 
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Finn, 2001), et des lipides (tels le LTB4 ou PAF) (Serhan C. and J., 2010). Les protéases dérivées du PN 

peuvent réguler l’activité biologique de certaines cytokines. Par exemple, l’élastase et la cathepsine 

G peuvent cliver l’IL-33 et la rendre ainsi mature (Lefrancais et al., 2012). Il a été décrit que le PN 

était capable de diminuer la quantité de cytokines pro-inflammatoires produites par des PBMC 

(peripheral blood mononuclear cells) en réponse à Candida albicans. En effet, les protéases du PN 

dégradent les cytokines. Ainsi, l’élastase est capable de dégrader l’IL-1β et le TNF-α (Gresnigt et al., 

2012). Nous détaillerons cela dans le chapitre sur l’inflammation (II). 

1.3.3.2 Relais nécessaire vers l’immunité acquise 

A côté des fonctions immédiates des PN au cours du processus inflammatoire et anti-

infectieux, donnant déjà un rôle prépondérant aux PN dans les défenses innées et la préparation de 

la réponse acquise, d’autres propriétés de ces cellules en font des acteurs efficaces et rapides des 

défenses immunitaires de seconde intention (Chakravarti et al., 2007). Certaines propriétés du PN en 

font des cellules essentielles à la transition entre l’immunité innée et acquise. Nous évaluerons tout 

d’abord les effets indirects du PN par la production de médiateurs solubles (tableau II), puis les effets 

directs par contact cellule/cellule (figure 17). 

Tableau II : Principaux agents peptidiques sécrétés par le PN et leur effets (d’après (Chakravarti et al., 2007)). DC = 
Cellules dendritiques ; LT = Lymphocytes T ; LB = Lymphocytes B. 

Cytokines/chimiokines Effets Références 

CXCL-8 (IL-8) Recrutement des PN, basophiles, LT (Scapini et al., 2000) 

CXCL-1 (GRO-α) Recrutement des PN, dégranulation  

CCL2 (MCP-1) Recrutement monocytes (Yoshimura and Takahashi, 2007) 

CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) Recrutement des monocytes, macrophages, NK, DC 
immatures 

(Peters et al., 2008) (Scapini et 
al., 2000) 

CCL19, CCL-20 Recrutement des DC  

CCL-2 et CCL20 Recrutement des LT Th17 (Pelletier et al., 2010) 

CCL-2, CXCL9 et CXCL10 Recrutement des LT Th1 (Pelletier et al., 2010) 

TNF-α Expression du CMH II sur le PN, activation des 
macrophages, augmentation la réponse Th1 

 
(Bennouna and Denkers, 2005) 

IL-1β Co-stimulation des LT, effets pro-inflammatoires (Dinarello, 1996) 

IL-1RA Diminution des effets de l’IL-1β (Dinarello, 1996) 

TGF-β Effets anti-inflammatoires  

GM-CSF Acquisition de la présentation d’antigène par le PN (Puellmann et al., 2006) 

IL-10 Diminution de la réponse Th1, effets anti-inflammatoires (Zhang et al., 2009a) (controversé) 

IL-4 Augmentation la réponse Th2 (Brandt et al., 2000) 

IL-12 Augmentation la réponse Th1 (Bennouna and Denkers, 2005) 
(Romani et al., 1997) 

IFN-γ Activation des macrophages, différenciation des LT, 
augmentation du CMH II sur les CPA 

 
(Ethuin et al., 2004) 

LTB4 Recrutement des PN, éosinophiles, monocytes (Ohnishi et al., 2008) 

LL-37, cathepsine G, lactoferrine Extravasion favorisée de monocytes  (Soehnlein et al., 2008b) 

PAF Recrutement PN (Shaw et al., 1981) 

BAFF : Ligands BLys TNF-related Prolifération et maturation des LB (Scapini et al., 2005) 

Défensines Activation des macrophages (augmentation de la 
phagocytose), recrutement et maturation des DC 

(Soehnlein et al., 2008b) 

Azurocidines Recrutement du PN, monocytes et LT (Chertov et al., 1997) 

HBP : héparine binding protein Recrutement des monocytes (Schou et al., 2011) 

Chimérines Recrutement des DC immatures et plasmacytoïdes (Wittamer et al., 2005) 



  Introduction - Neutrophiles 

43 
  

 

Effets indirects par des médiateurs solubles  

Le PN module le recrutement des monocytes en augmentant la perméabilité de 

l’endothélium et via des chimiokines (CCL-3) et des médiateurs granulaires (tableau II et figure 17). 

Par exemple, la protéinase 3 et l’azurocidine vont réguler la migration des monocytes. Elles 

provoquent également l’activation des macrophages (Soehnlein et al., 2008a), tout comme les 

défensines (Borregaard et al., 2007).   

Les PN peuvent par l’intermédiaire de la production de chimiokines spécifiques (CCL3, CCL19 

et CCL20 pour la cellule dendritique), de facteurs tels que les défensines (Soehnlein et al., 2008b; 

Yang and Oppenheim, 2009) ou de la chimérine (Wittamer et al., 2005) faciliter le recrutement local 

et l’activation des cellules dendritiques et des lymphocytes T (LT) permettant ainsi une réponse 

immunitaire complète et adaptée.  

Les cytokines produites par le PN peuvent réguler les fonctions des lymphocytes Th1 et Th2, 

jouant ainsi un rôle important dans l’orientation de la réponse immunitaire (Romagnani, 1997). Par 

exemple, le PN module la différenciation des LT en produisant l’IL-12, essentielle dans la 

différenciation Th-1, notamment dans un modèle murin de pneumonie induite par Legionella 

pneumophila (Tateda et al., 2001). Inversement, l’IFN-γ produit par les LT prolonge la survie des PN 

et la capacité de phagocytose (Ellis and Beaman, 2004). L’IL-17, produit par les LT Th-17, induit 

indirectement la granulopoïèse, en stimulant la production de G-CSF (Ouyang et al., 2008). 

Les PN ont des effets suppresseurs sur les lymphocytes T en déplétant la L-arginine via 

l’arginase (Munder et al., 2006) ou par le peroxyde d’hydrogène et des dérivés nitrés (Muller et al., 

2009). Une sous-population de neutrophiles dit immunosuppresseurs (CD11cbright /CD62Ldim 

/CD11bbright /CD16bright) a été décrite chez des patients souffrant d’un cancer. Ils inhiberaient la 

réponse T (Hao et al., 2013). Cette population a déjà été décrite dans le cas d’inflammation aiguë 

induite par les endotoxines chez l’homme. La production des FRO au niveau de la synapse formée 

avec les lymphocytes T ainsi que l’intégrine Mac1 seraient impliqués dans l’effet suppresseur de ces 

PN (Pillay et al., 2012). Cette population présente en plus de ces propriétés immunosuppressives une 

plus faible capacité adhésion (Kamp et al., 2012). Elle peut être induite in vitro par un traitement par 

l’IFN-γ. Les PN obtenus inhibent alors la prolifération de lymphocytes T par une expression 

augmentée de PDL-1 (Programmed cell death 1 ligand 1) (de Kleijn et al., 2013). 

Les neutrophiles ont été très récemment décrits comme inhibant les lymphocytes T γδ par 

l‘intermédiaire de FRO. Cet effet était aboli par l’utilisation de la catalase et n’était pas retrouvé chez 

des PN issus de patients souffrant de granulomatose. Il est très intéressant d’observer que les 

neutrophiles, recrutés notamment sur le site inflammatoire par les lymphocytes T γδ, en retour 

inhibent leur activation et favorisent ainsi la résolution de l’inflammation (Sabbione et al., 2013). 

La zone B marginale de la rate a pour fonction d’initier une réponse humorale rapide et 

indépendante des lymphocytes T. Les PN ont récemment été décrits comme y jouant un rôle. En 

effet des PN résidents de la zone prémarginale, appelés PN « B helper », produisent des molécules de 

stimulation comme le BAFF (Scapini et al., 2003) et le CD40L (Puga et al., 2012). Ils favorisent ainsi la 

production d’anticorps et la survie des lymphocytes B (figure 15). 
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Figure 15 : Les PN (PMN), accumulés dans la zone splénique pré-marginale après infection microbienne, facilitent la 
production d’anticorps et la maturation des cellules B (MZB= Marginal zone B cells) en réponse à un antigène (Mocsai, 
2013). 

Effets directs par contact cellules/cellules 

Par ses récepteurs, le PN exerce une action sur les autres cellules immunitaires en établissant 

des contacts directs. 

Etant donné sa courte durée de vie, le PN a longtemps été considéré comme un phagocyte 

ne pouvant pas jouer le rôle de cellule présentatrice d’antigène (CPA). Cependant, de récentes 

observations suggèrent sa capacité à présenter les antigènes (figure 16). Le PN possède une 

machinerie complète de capture et de dégradation de l’antigène (cathepsines B et D, ATPase 

vacuolaire…) (Ishikawa and Miyazaki, 2005). Tous les PN ne participent probablement pas à ce 

phénomène, renforçant l’idée qu’il existe des sous-populations fonctionnelles de PN (Chakravarti et 

al., 2007; Puellmann et al., 2006). L’IFN-γ, le GM-CSF, le TNF-α ou l’IL-4, présents au niveau d’un site 

inflammatoire, prolongent la survie des PN après leur extravasion et induit l’expression du CMH II 

(complexe majeur d’histocompatibilité de classe II) permettant au PN de présenter des antigènes aux 

LT. Ces molécules induisent également l’expression de molécules de co-stimulation (CD40, CD80 et 

CD86) et des marqueurs de maturation de la cellule dendritique (CD83 et CCR6), orientant le PN vers 

un phénotype de cellule dendritique (Iking-Konert et al., 2005; Sandilands et al., 2005). 
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Figure 16 : Les PN (PMN) peuvent  présenter l’antigène aux cellules T (T) et aussi activer la cellule dendritique (DC) ou lui 
délivrer l’antigène (Mocsai, 2013) 

Par ailleurs, un contact lymphocytes T régulateurs / neutrophiles a été proposé comme 

impliqué dans l’induction de l’apoptose du PN (D'Alessio et al., 2009). Dans un modèle 

d’inflammation pulmonaire induite par le LPS, les PN dans le liquide de lavage bronchoaléolaire  

étaient plus nombreux dans les souris RAG-/- ou déplétées en LT régulateurs, que dans les souris 

contrôles. Ceci suggère que les LT régulateurs sont capables d’induire l’apoptose du PN ou qu’ils 

modulent le recrutement des PN. Un contact cellule/cellule pourrait être impliqué. En effet, 

l’utilisation d’antagoniste du TGF-β n’abolit pas les effets (D'Alessio et al., 2009). Une étude in vitro 

va dans le sens de l’hypothèse de l’apoptose. En effet, des LT régulateurs traités par du LPS 

empêchent l’induction de la survie des PN par le LPS et entraînent leur apoptose. Le mécanisme 

semble reposer sur un contact direct (sans doute le couple CTLA-4/B7-1), et être indépendant de 

l’IL-10 et du TGF-β (Lewkowicz et al., 2006). De plus les neutrophiles acquièrent un profil 

immunosuppresseur en contact de LT régulateurs et produisent du TGF-β, de l’hème oxygénase 1 

(HO-1) et de l’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (Lewkowicz et al., 2013). Les lymphocytes T 

régulateurs induisent une diminution de la production des chimiokines CXCL1 et CXCL2 par le PN, ce 

qui limite le recrutement d’autres cellules et ainsi l’inflammation (Richards et al., 2010).  

En conclusion, le PN peut donc être considéré comme une cellule détruisant les micro-

organismes, reconnaissant des signaux spécifiques liant l’immunité innée et acquise, et pouvant 

parfois devenir une cellule présentatrice de l’antigène. Le PN est ainsi une cellule indispensable de 

l’homéostasie immunitaire grâce à sa rapidité de déplacement et d’action, et à ses interactions 

physiques avec les autres cellules de l’immunité (figure 17). 
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Figure 17 : Le PN communique avec les autres cellules de l’immunité. Elles sont importantes pour le recrutement des 
macrophages et des cellules dendritiques (DC) au niveau du site inflammatoire, mais aussi pour l’amplification de 
l’activation de la DC et des macrophages. AU contraire, au niveau du ganglion lymphatique, les PN participent à la 
présentation de l’antigène aux cellules T CD4. Les PN peuvent agir en présentant directement aux cellules T CD8 
(crosspriming), et sécrètent de l’IL-12, ce qui active les lymphocytes T (LT). En retour, les LT  activent les PN en sécrétant de 
l’IFN-γ. Enfin les PN, cellules NK et DC amplifient leurs activités par des contacts directs et des médiateurs solubles. (Amulic 
et al., 2012). 

 

1.4 L’apoptose du PN, une fin de vie sous contrôle 
 Pour revues, (Cabrini et al., 2010; Gabelloni et al., 2013b; Geering and Simon, 2011; Witko-Sarsat et 

al., 2011) 

1.4.1 Les différents types de mort du PN  

 

Le PN a une très faible durée de vie. On peut considérer que le PN entre en apoptose 

spontanément lors de son entrée dans la circulation sanguine, s’il ne reçoit pas de signaux extérieurs. 

Cette apoptose dite spontanée peut s’apparenter à une apoptose résultant d’une déprivation en 

facteur de croissance. De nombreuses molécules contrôlent la survie du PN, la plupart étant des 

médiateurs inflammatoires (Simon, 2003). Ils ne font que ralentir la mort du PN, mais ne l’empêchent 

pas. Les PN finissent par être apoptotiques et sont éliminés par le macrophage ou d’autres cellules 

phagocytaires.  

La manière dont le PN meurt est essentielle pour la protection et la réparation des tissus et 

pour le maintien de l’homéostasie (figure 18). En effet, malgré leur rôle crucial dans les défenses de 

l’hôte contre les infections, les PN présentent au cours des réponses inflammatoires, un potentiel 

élevé à induire des lésions tissulaires par relargage de leur contenu toxique. La stimulation du PN 

induit en effet la synthèse et la libération de diverses substances toxiques, responsables en général 

de leur mort par nécrose.  
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Figure 18 : Les différents types de mort du neutrophile et leurs conséquences. 

La mort cellulaire par nécrose se caractérise par une altération de la structure cellulaire, un 

gonflement cellulaire et une perte de l’intégrité membranaire, entraînant la libération du contenu 

des granulations du PN dans l’environnement tissulaire, exacerbant ainsi les lésions tissulaires locales 

(Henson and Johnston, 1987). Les cellules perdent leur équilibre ionique, se gorgent d’eau ce qui 

entraîne une déformation, une distorsion de la membrane plasmique. Les organelles, 

particulièrement les mitochondries, vont gonfler jusqu’à la rupture des différents compartiments 

cellulaires (Schwartzman and Cidlowski, 1993). Cela aboutit à la libération du contenu granulaire du 

PN dans l’environnement tissulaire, exacerbant ainsi les lésions tissulaires locales et prolongeant la 

réaction inflammatoire. 

L’apoptose du PN s’explique, entre autres, par des mécanismes dépendants de la voie des 

caspases pouvant être activés par la voie extrinsèque (voie des récepteurs de mort) ou la voie 

intrinsèque (via la mitochondrie), mais aussi par des mécanismes indépendants des caspases. Cette 

mort programmée peut prendre l’aspect d’une apoptose, décrite par Kerr en 1972. Tous les jours 

1011 PN circulants meurent par apoptose (Athens et al., 1961). Elle se caractérise par des 

modifications nucléaires, la condensation de la chromatine et une perte de l’asymétrie de la 

membrane plasmique aboutissant à l’externalisation des phosphatidylsérines. La cellule se fragmente 

en corps apoptotiques tout en conservant l’intégrité membranaire. Elle est souvent accompagnée de 

la fragmentation internucléosomale de l’ADN, de la dépolarisation de la mitochondrie et de 

l’activation des caspases.  

Un PN peut aussi mourir suite à l’autophagie, caractérisée par une vacuolisation 

cytoplasmique (Mitroulis et al., 2010). Il s’agit d’un mécanisme de digestion, une mort organisée 

ayant lieu en présence d’ATP tout comme l’apoptose mais à la différence de la nécrose. L’autophagie 

a lieu dans un milieu appauvri, et produit l’énergie requise pour maintenir le métabolisme et la survie 

cellulaire. Elle est tout d’abord un mécanisme de survie, et devient un mécanisme de mort si les 

carences énergétiques se maintiennent. Il semblerait que la mort par autophagie ne soit pas un 

mécanisme prépondérant chez le PN, les autophagosomes étant peu observés (Luo and Loison, 

2008). Elle ne serait pas impliquée dans l’apoptose spontanée, les inhibiteurs de l’autophagie ne 

réduisant pas l’apoptose spontanée des PN. Elle a principalement été décrite suite à l’activation de 

Siglec-9 (sialic acid binding immunoglobulin like lectin-9) (von Gunten and Simon, 2007; von Gunten 

et al., 2005). Il s’agit d’une mort indépendante des caspases qui nécessite les FRO. En retardant la 

mort par apoptose, notamment suite à l’activation de TLR-2, -4-, -6, et -7 et la production de FRO, 

elle augmenterait l’inflammation (Mitroulis et al., 2010; Pliyev and Menshikov, 2012). L’autophagie a 
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également été présentée comme une défense contre les bactéries cytoplasmiques dans les 

macrophages (Gutierrez et al., 2004). Un mécanisme similaire n’a pas encore été décrit dans les PN. 

L’autophagie semble de plus nécessaire à la nétose (Remijsen et al., 2011). 

Les PN peuvent aussi mourir par nétose, mort dont nous avons déjà parlé dans le chapitre 

I.B.2.c).   

Enfin une mort singulière a été décrite pour le PN : la necroptose. Elle est induite par 

Staphylococcus aureus. Au bout d’un contact de 10 minutes, les bactéries sont phagocytées, mais 

20% survivent notamment en induisant PCNA (Proliferating cell nuclear antigen). Le ripoptosome, un 

complexe intracellulaire, est alors formé. Il constitue une plateforme de signalisation qui oriente la 

cellule vers l’apoptose ou la nécrose (Feoktistova et al., 2012). Les caspases étant inhibées par PCNA, 

le PN ne peut pas mourir par apoptose, mais meurent  par une mort appelée necroptose, 

caractérisée par une externalisation de phosphatidylsérines et une perte du potentiel mitochondrial 

(Kobayashi et al., 2010). 

Nous allons nous intéresser particulièrement à l’apoptose. Elle peut être initiée de manière 

extrinsèque par des molécules comme le TNF-α, TRAIL ou Fas Ligand (FasL), ou de manière 

intrinsèque via les FRO ou des signaux venant de la mitochondrie. Sur le site inflammatoire, les 

différents types d’apoptose peuvent avoir lieu : spontanée, induite par des facteurs extérieurs tel le 

TNF-α, et induite par la phagocytose.  

1.4.2 Apoptose spontanée, une déprivation en facteur de croissance impliquant la voie 

intrinsèque mitochondriale 

1.4.2.1 Formation de l’apoptosome 

Les caspases sont des protéases à cystéine qui sont initialement présentes sous forme de 

zymogène devant donc être clivées afin d’être actives. En effet, elles sont présentes dans 

le cytoplasme sous forme inactive: les procaspases. Celles-ci vont ensuite être clivées et se dimériser 

pour former les caspases actives. Il existe une distinction entre les caspases initiatrices (la caspase-9 

notamment) qui activent les caspases effectrices (comme la caspase-3). La caspase-2 est la seule 

caspase qui n’est pas exprimée par les PN (Binet et al., 2010). L’apoptose spontanée des PN est 

dépendante des caspases. En effet les inhibiteurs des caspases inhibent cette apoptose (Wardle et 

al., 2011).  

La voie mitochondriale nécessite l’activation de la caspase-9, une caspase initiatrice et 

implique les protéines de la famille Bcl-2. Cette voie est contrôlée par une variété de senseurs 

comme les dommages à l’ADN, la déprivation en facteur de croissance ou encore le stress du 

réticulum endoplasmique (RE). Ainsi, le stress du RE induit par le trioxyde d’arsenic induit l’apoptose 

du PN, impliquant une activation des caspases-3,-4,-8 et -9 (Binet et al., 2010). Ces perturbations 

mènent à la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie et à la libération du 

cytochrome c (Binet et al., 2010). 

L’apoptose intrinsèque s’explique par l’apparition progressive au cours du temps d’un 

déséquilibre spontané entre les facteurs pro- et anti-apoptotiques et ce en faveur des facteurs pro-

apoptotiques. Les molécules régulatrices sont les protéines de la famille Bcl-2. La perte d’équilibre en 

http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-cytoplasme-125/
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faveur des protéines pro-apoptotiques favorise la libération du cytochrome c et l’activation de la 

caspase-9 via la formation de l’apoptosome (figure 19).  

La phase effectrice de l’apoptose comporte l’ouverture des pores de transition de 

perméabilité des mitochondries. Suite à l’ouverture de ces pores, il y a libération de molécules pro-

apoptotiques telles que le cytochrome c ainsi que l’Apoptosis Inducing Factor (AIF), les protéines 

SMAC (second mitochondria-derived activator of caspase) chez la souris / Diablo chez l’homme 

(Direct IAP-binding protein with low pI), inhibiteurs des IAP (inhibitors of apoptosis proteins).   

La pro-caspase-9 interagit avec APAF-1 (Apoptosis protease-activating factor-1), une protéine 

cytoplasmique. APAF-1 est particulièrement exprimée chez le PN ce qui compense la faible quantité 

de cytochrome c et explique l’importante activation de la caspase-9 observée dans l’apoptose 

spontanée du PN (Murphy et al., 2003). L’apoptosome, résultant de l’interaction de la caspase-9 et 

d’APAF-1, va à son tour activer les caspases effectrices -3, -6 et -7, déclenchant le programme de 

mort cellulaire (Borner and Monney, 1999; Kitanaka and Kuchino, 1999).  

Les caspases effectrices vont cliver l’actine qui maintient l’intégrité de la membrane 

plasmique, ce qui va mener au rétrécissement de la cellule et à la formation de corps apoptotiques. 

Elles entraînent également la fragmentation de l’ADN et empêchent classiquement sa réparation en 

clivant la poly(ADP) ribose polymérase (PARP) (Cohen et al., 1992). Cependant PARP serait absente 

des PN matures, son expression diminuant au cours de la différenciation (Bhatia et al., 1995). De plus 

les caspases amplifient le signal apoptotique en inactivant des protéines anti-apoptotiques de la 

famille Bcl-2 ou des inhibiteurs de l’apoptose comme les IAP, qui inhibent les caspases-9 et -3 

(Salvesen, 2002).  

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : Les voies extrinsèque et intrinsèque de 
l’apoptose. En rouge sont figurés les inhibiteurs de 
l’apoptose : cFLIP  (cellular caspase-8-FLICE-like 
inhibitory protein) empêche l’activation de la 
caspase-8,  IAPs (Inhibitors of apoptosis) celle de la 
caspase-9. Les deux voies sont liées via BID qui une 
fois tronqué (tBID) induit un changement de la 
conformation de BAX, entrainant la perméabilisation 
de la membrane mitochondriale. En effet, l’activation 
des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 
(Bax et Bak) aboutit à la formation de pores au sein 
de la membrane mitochondriale et à la libération du 
cytochrome c. Cela permet l’activation de la caspase-
9 par la formation de  l’apoptosome constitué de la 
procaspase-9, APAF1 et du cytochrome c 
principalement. (Gabelloni et al., 2013b). RE= 
Réticulum endoplasmique. 
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1.4.2.2 Les gardiens de la mitochondrie 

De nombreuses molécules modulent l’activation des caspases et sont en quelque sorte les 

gardiens de l’intégrité de la mitochondrie. La famille Bcl-2 est importante, mais les PN expriment 

également de nombreux autres acteurs, qui font de l’apoptose du PN un mécanisme finement 

régulé. Les principaux acteurs sont présentés dans la figure 20 et seront détaillés par la suite. 

 
Figure 20 : Les gardiens de l’intégrité mitochondriale. Le déclenchement de l’apoptose est contrôlé par un équilibre entre 
des molécules pro et anti apoptotiques plus ou moins spécifiques du PN. Au cours de la vie du PN leur quantité peut 
décroître, comme la survivine, ils peuvent devenir actif en étant libérés, comme SMAC/Diablo ou encore être désinhibés, 
comme les calpaïnes. Les acteurs de la même couleur sont impliqués dans des contrôles mutuels (par exemple la calpastine 
inhibe les calpaïnes ou encore SMAC/diablo inhibe les IAPs). 

Au niveau intracellulaire, un équilibre des protéines de la famille Bcl-2 

Pour revue, (Shamas-Din et al., 2011). 

Les neutrophiles en circulation expriment moins de protéines anti-apoptotiques que les PN 

présents dans la moelle osseuse (Altznauer et al., 2004a). En général, les protéines anti-apoptotiques 

sont localisées dans la membrane externe de la mitochondrie alors que les pro-apoptotiques sont 

retrouvées au niveau du cytoplasme. Si les PN n’expriment pas la molécule anti-apoptotique Bcl-2, ils 

expriment de façon constitutive les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak, et les protéines à 

domaine BH3, tels Bid, Bim, NOXA, Bik et Bad. Ces protéines ont une demi-vie relativement longue et 

leur expression constitutive pourrait expliquer en partie la durée de vie courte des PN sanguins. Elles 

sont localisées dans le cytoplasme sous une forme inactive. Lors d’un stimulus apoptotique, elles se 

relocalisent à la mitochondrie où elles exercent leurs effets (Gross et al., 1998; Wolter et al., 1997). 

Bax et Bak s’hétérodimérisent et forment des pores de transition dans la membrane externe de la 

mitochondrie (Llambi et al., 2011). Les PN expriment aussi de manière inductible les molécules anti-

apoptotiques A1, Mcl-1 et Bcl-XL, de demi-vie très courte (Akgul et al., 2000; Edwards et al., 2003). 

L’apoptose des PN serait ainsi gouvernée par les taux cellulaires de ces protéines anti-apoptotiques.  

L’utilisation de modèles KO a permis de mieux comprendre l’importance de toutes ces 

protéines. Ces résultats sont synthétisés dans le tableau III. 
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Tableau III : Importance des protéines impliquées dans le contrôle de la mort des PN, utilisation des modèles KO (adapté 
de (Cabrini et al., 2010; Geering and Simon, 2011). 

Protéines délétées Effet sur les PN Références 

Bax dans les PN Délai dans l’apoptose spontanée (Villunger et al., 2003) 

Bak Viabilité normale des PN (Lindsten et al., 2000) 

Bax et Bak Augmentation du nombre de PN circulant (Lindsten et al., 2000) 

Bim Augmentation des PN dans le sang et la rate (Lindsten et al., 2000) 

Bim dans les granulocytes Augmentation de la viabilité 
Réponse retardée à la déprivation en cytokine 

(Villunger et al., 2003) 

Noxa et Bim Augmentation encore plus importante de la viabilité (Kirschnek et al., 2011) 

Bcl-2 Viabilité normale des PN (Villunger et al., 2003) 

Bcl-w Viabilité normale des PN (Villunger et al., 2003) 

Bid Diminution de l’apoptose induite par FasL (Geering et al., 2011) 

A1-a Augmentation de l’apoptose spontanée des PN (Hamasaki et al., 1998) 

Mcl-1 dans les PN Augmentation de l’apoptose spontanée des PN (Moulding et al., 1998) 

Mcl-1 Diminution du nombre de PN dans le sang et la rate 
de 80% 

(Dzhagalov et al., 2007) 

Mcl-1 semble une protéine clef du PN. Elle forme des héterodimères avec Bid, NOXA, Bim et 

Bak dans la membrane de la mitochondrie (Thomas et al., 2010). Les agents qui accélèrent le mort du 

PN diminuent le taux de Mcl-1 (comme les inhibiteurs de CDK (Cyclin dependent kinases) tels la 

Roscovitine), alors que les agents la retardant induisent l’expression de Mcl-1 (comme les 

glucocorticoïdes). Mcl-1 est située au niveau du noyau et du cytoplasme du PN (Kato et al., 2006; 

Leuenroth et al., 2000). La quantité de Mcl-1 diminue avant l’activation des caspases, ce qui indique 

le rôle clef de cette protéine (Wardle et al., 2011). Il a été décrit que Mcl-1 était clivé par les caspases 

et que cela pouvait amplifier l’apoptose (Herrant et al., 2004). Lors de la sénescence du PN, la 

concentration intracellulaire de Mcl-1 décroît rapidement par dégradation dans le protéasome, 

suggérant que la survie du PN est régulée par l’expression de Mcl-1 (Moulding et al., 2001). Mcl-1 

possède un domaine PEST (riche en proline (P), acide glutamique (E), sérine (S) et thréonine (T)) ce 

qui cible sa dégradation par le protéasome (Edwards et al., 2004). La stabilité de Mcl-1 est contrôlée 

notamment par des jeux de phosphorylation dirigés par JNK (cJun Nterminal kinase), GSK3 (Glycogen 

synthase kinase 3), p38 et ERK (Thomas et al., 2010). Les CDK sont également impliquées dans 

l’induction  de l’expression de Mcl-1. Les PN expriment les CDK 5, 7, 9. Il a été montré une diminution 

de l’activité de la CDK9 au cours de l’apoptose, associée à la diminution de l’expression de Mcl-1 

(Wang et al., 2012a).  

Ainsi dans des conditions non inflammatoires, les PN expriment des taux élevés des protéines 

pro-apoptotiques alors que les protéines anti-apoptotiques A1 et Mcl-1 sont exprimées de façon 

marginale. En outre, celles-ci sont neutralisées par les protéines pro-apoptotiques Bad et Bim. Enfin 

la protéine pro-apoptotique Bid peut être clivée (clivage permettant à l’activation et à 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 à l’apoptose. Ainsi le 

processus d’apoptose du PN ne nécessite pas de synthèse, d’où l’appellation apoptose spontanée 

(Gabelloni et al., 2013b). 

Au cours des processus inflammatoires, le mécanisme d’inhibition de l’apoptose requiert à 

l’inverse une synthèse de nouvelles protéines anti-apoptotiques. En effet, en l’absence de synthèse 
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de novo, la quantité de ces protéines diminue rapidement en raison de leur demi-vie courte et de 

leur turn-over rapide. Ainsi, une augmentation du taux intracellulaire des protéines anti-

apoptotiques A1 et Mcl-1 est impliquée dans la survie des PN induite par des cytokines pro-

inflammatoires comme le GM-CSF, l’IL-1β, le TNF-α et l’IL-15 (Moulding et al., 2001) et les agonistes 

des TLR-2,-4,-7,-8,-9 (Francois et al., 2005). De plus la phosphorylation de Bad par Akt/PKB, participe 

également à la survie des PN. En effet, elle conduit à sa séquestration dans le cytosol par la protéine 

14-3-3, Bad étant alors incapable d’interagir avec les molécules anti-apoptotiques telles que Bcl-XL, 

Mcl-1 et A1. Ces dernières peuvent donc se lier à Bax, bloquant son activité pro-apoptotique, ce qui 

conduit à la survie cellulaire (Edwards et al., 2003; Perianayagam et al., 2004; Simon, 2003).  

Les particularités du PN 

Les IAP (inhibitor of apoptosis), les XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) et le PCNA 

(Proliferating cell nuclear antigen) limitent l’activation des caspases dans les PN (figure 20).  

Les IAP inhibent directement les caspases ou activent NF-кB, un facteur de transcription 

impliqué dans les réponses immunes et inflammatoires et qui joue un rôle très important dans 

l’expression de gènes apoptotiques (Salvesen and Duckett, 2002). Parmi les IAP, la survivine est 

fortement exprimée dans les PN immatures et dans les PN matures traités par des facteurs de survie 

ou en conditions inflammatoires (en présence de GM-CSF), la PI3K (phosphoinositide 3 kinase) 

régulant son expression (Altznauer et al., 2004b). La survivine s’associe aux XIAP pour être 

fonctionnelle (Altieri, 2010).  

La protéine PCNA est  connue pour améliorer la processivité des ADN polymérases  lors de 

la réplication de l'ADN et est donc généralement nucléaire. Dans les PN, PCNA est exprimé 

majoritairement dans le cytoplasme. Initialement nucléaire dans les précurseurs des PN, PCNA se 

relocalise au niveau du cytoplasme au cours de la différenciation. Une diminution de l’expression de 

PCNA est associée à l’entrée en apoptose des PN, alors qu’un traitement par du G-CSF induit PCNA et 

ainsi la retarde. PCNA interagit avec les procaspases et limite leur activation. p21, inhibiteur 

endogène des CDK, empêcherait cette interaction (Witko-Sarsat et al., 2010). 

 Dans le cas de dommage à l’ADN, MNDA (Myeloid nuclear differnciation antigen) serait clivé 

et relocalisé dans le cytoplasme des PN. En interagissant physiquement avec Mcl-1, MNDA induit la 

dégradation de Mcl-1 et ainsi l’activation des caspases et la mort du PN (Fotouhi-Ardakani et al., 

2010; Milot et al., 2012). 

Plusieurs observations ont permis de conclure que les calpaïnes, des cystéines protéases 

n’appartenant pas à la famille des caspases, jouaient un rôle dans la régulation de l’apoptose des PN. 

En effet, des études ont montré que l’inhibition des calpaïnes par des inhibiteurs spécifiques bloquait 

l’apoptose des PN et que l’inhibition de la calpastatine, un inhibiteur endogène des calpaïnes, 

accélérait l’apoptose (Squier et al., 1999). L’expression de la calpastatine diminue au cours de 

l’apoptose permettant l’activation des calpaïnes. La calpaïne-1 a été identifiée comme l’isoforme 

critique ayant pour cible Bax, une protéine pro-apoptotique de la famille Bcl-2 (Altznauer et al., 

2004a). Bax transloque vers la mitochondrie grâce au clivage par la calpaïne-1, clivage empêchant 

l’interaction avec les autres protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Knepper-Nicolai et al., 

1998). Ces événements sont essentiels pour la libération du cytochrome c et pour l’activation 

subséquente de la caspase-3 dans le PN. De plus, les calpaïnes clivent et désactivent les XIAP qui 

empêchent l’activation des caspases effectrices (Kobayashi et al., 2002a). Ainsi, les calpaïnes en 

http://fr.wikipedia.org/wiki/ADN_polym%C3%A9rase
http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9plication_de_l%27ADN
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activant Bax et désactivant les XAIP participent à l’apoptose du PN. Récemment, l’activation des 

calpaïnes a également été décrite dans des PN nécrotiques. Une augmentation du flux calcique, 

ayant lieu indépendamment de l’externalisation des phosphatidylsérines permet la transition de 

l’apoptose vers la nécrose (Francis et al., 2013). Cependant l’élévation du calcium intracellulaire n’est 

pas suffisante pour induire la nécrose du PN (Francis et al., 2013). 

De plus les protéases granulaires peuvent participer à l’activation des caspases. Par exemple, 

les cathepsines (principalement la D) peuvent activer la caspase-8, et induire le clivage de Bid, 

conduisant à l’activation de la caspase-3 (Blomgran et al., 2007; Conus et al., 2008). 

1.4.3 Apoptose dépendante de la caspase-8, voie extrinsèque 

Le processus de mort peut aussi être déclenché par la liaison de ligands spécifiques (solubles 

ou membranaires) à des récepteurs transmembranaires possédants dans leur région intracellulaire 

des domaines de mort, DD (« death domain ») (figure 19 et 22). Ces récepteurs, tels que Fas (CD95),  

le TNF-R1, et TRAIL-R2 (TNF related associated inducing ligand receptor 2), appartiennent à la 

superfamille des récepteurs du TNF (TNF-R). La liaison du ligand à son récepteur provoque la 

trimérisation du récepteur et le recrutement des protéines adaptatrices FADD (Fas-Associated 

protein with Death Domain) ou TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death 

domain protein). Ce processus induit l’activation de la caspase-8 (Chinnaiyan et al., 1995), puis induit 

l’activation directe de la caspase-3 et le clivage de Bid en tBid. tBid est une molécule pro-apoptotique 

de la famille Bcl-2 faisant le lien entre la voie extrinsèque et intrinsèque, entraînant la formation de 

l’apoptosome (figure 19).  

Bien que les PN expriment Fas à leur surface, les interactions Fas/Fas Ligand (FasL) ne 

semblent pas constituer le principal mécanisme responsable de l’apoptose spontanée des PN. En 

effet, les PN de souris déficientes en Fas ou FasL présentent une apoptose normale (Villunger et al., 

2000). De plus, le blocage de Fas par un anticorps monoclonal neutralisant n’a pas d’effet sur 

l’apoptose constitutive des PN (Simon, 2003). L’utilisation de stabilisateurs de la mitochondrie inhibe 

l’effet de Fas, ce qui suggère que la voie mitochondriale est essentielle dans l’apoptose du PN induite 

par Fas (Watson et al., 1999). En effet, elle est fortement diminuée chez les souris n’exprimant pas 

Bid (Geering et al., 2011) et inhibée par Bcl-2 et Mcl-1 (Croker et al., 2011). Le FasL soluble exerce 

également un fort pouvoir chimiotactique, sans activer le neutrophile (Dupont and Warrens, 2007). 

Le mécanisme impliqué n’est pas encore décrit. 

TRAIL (TNF related associated inducing ligand) n’a pas de rôle dans l’apoptose spontanée du 

PN ou dans le chimiotactisme du PN (Leitch et al., 2011), mais jouerait un rôle dans l’élimination des 

PN sénescents au niveau de la moelle (Lum et al., 2005). TRAIL semble également impliqué dans 

l’apoptose induite dans des conditions inflammatoires. En effet, des souris déficientes en TRAIL 

développent une inflammation neutrophilique exacerbée, associée à une apoptose réduite des PN 

(McGrath et al., 2011). Dans un modèle de SDRA (syndrome de détresse respiratoire aiguë) murin, la 

signalisation par le TLR4 a été montrée comme décisive. En effet, elle permet la production d’IFN-γ 

qui régule la sécrétion de TRAIL et favorise ainsi l’apoptose du PN et la résolution de l’inflammation 

(Leu et al., 2011). TRAIL agirait comme un frein physiologique intervenant dans des conditions 

inflammatoires pour limiter une inflammation exagérée.  
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Il faut noter que certains récepteurs  du TNF (TNF-R) sont inhibiteurs : ils s’associent au ligand 

mais ne délivrent aucun signal (Revillard, 2001). L’apoptose conséquente à la fixation du TNF est 

particulière. Elle ne semble mettre en jeu la caspase-8 et active la caspase-3 par une voie impliquant 

la PI3K, la p38MAPK et la génération de FRO (Geering et al., 2011). Le TNF-α présente quant à lui des 

effets sur les PN différents selon les études. Alors que des incubations prolongées de PN humains en 

présence de TNF-α provoquent une diminution de l’apoptose, le TNF-α peut également induire 

l’apoptose dans une sous-population de PN pour des temps d’incubation plus courts (Murray et al., 

1997; Salamone et al., 2004). En outre, le TNF-α aurait un effet inhibiteur à faible concentration mais 

un effet pro-apoptotique à forte concentration au-delà de 10 ng/ml (van den Berg et al., 2001). 

 Ce modèle extrinsèque de l’induction de l’apoptose par l’activation des récepteurs de mort 

comme Fas ou TNFR dans les PN n’est pas la voie classique d’apoptose. En effet, il semblerait que 

l’induction de l’apoptose par ces voies soit un mécanisme purement anti-inflammatoire visant à 

réduire le nombre de neutrophiles au site inflammatoire ainsi que la libération du contenu des 

granulations du PN (Fecho and Cohen, 1998; Hannah et al., 1998). 

1.4.4 L’apoptose dépendante des formes réactives de l’oxygène 

Pour revue, (DeLeo, 2004) 

La production de FRO semble un élément crucial de l’apoptose des PN. En effet, les PN de 

patients souffrant de granulomatose chronique entrent moins en apoptose in vitro (Kasahara et al., 

1997). De même les PN issus de personnes âgées sont plus apoptotiques que ceux de donneurs plus 

jeunes. Une diminution de l’activité de la superoxide dismutase a notamment été décrite, ce qui 

participerait à l’augmentation de la quantité de molécules oxydantes et expliquerait la plus forte 

apoptose (Tortorella et al., 1999). Le GSH (glutathion), un piégeur de radicaux libres, inhibe 

l’apoptose du PN (Yamamoto et al., 2002), ainsi qu’un traitement par la catalase (Lundqvist-

Gustafsson and Bengtsson, 1999). Enfin, la kinase Btk (Bruton’s tyrosine kinase), qui limite  la 

production de FRO, est impliquée dans 11 à 30% des patients souffrant de XLA (a 

gammaglobulinémie liée à l’X). Ces patients présentent une neutropénie, en lien à une apoptose 

accrue résultant d’un excès de FRO dans les PN (Honda et al., 2012). Tous ces exemples  illustrent 

l’importance des FRO dans l’apoptose du PN. 

Les FRO interviennent à plusieurs niveaux au cours des mécanismes apoptotiques du PN. 

Nous décrirons tout d’abord leur implication dans la PICD (phagocytosis-induced cell death), puis 

nous nous intéresserons aux autres implications possibles.  

1.4.4.1 La mort induite par phagocytose 

Les bactéries, lorsqu’elles sont phagocytées, induisent une apoptose particulière, appelée 

PICD, en modifiant la transcription de facteurs modulant la mort cellulaire (Kobayashi et al., 2003) 

(figure 22). En effet, la PICD est accompagnée de la baisse de l’expression de gènes régulateurs de la 

réponse inflammatoire. Les bactéries accélèrent ainsi le renouvellement des PN au cours de 

l’infection. Ce mécanisme permet l’élimination des PN contenant des bactéries totalement ou 

partiellement détruites et facilite ainsi la résolution de l’infection et de l’inflammation (Watson et al., 

1996). Les FRO jouent un rôle crucial durant la PICD. En effet, les FRO produites après l’activation du 
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CD11b/CD18 activent les caspases-3 et -8 dans les PN, cette PICD étant indépendante des récepteurs 

de mort (Zhang et al., 2003). Les FRO activent la sphingomyélinase qui produit des céramides (Fadeel 

et al., 1998; Scheel-Toellner et al., 2004). Dans le PN, le recrutement et la trimérisation des 

récepteurs à DD par la formation de micro-domaines lipidiques, appelés des radeaux lipidiques, sont 

facilités par l’accumulation de céramides (Grassme et al., 2003). Les FRO vont également provoquer 

la perméabilisation de la membrane lysosomale permettant la libération des cathepsines B et L qui 

vont cliver Bid et conduire à l’activation de la voie intrinsèque de l’apoptose et l’activation des 

caspases -9 et -3 (Blomgran et al., 2007). 

 L’activation du CD11b/CD18 est essentielle car des souris déficientes pour cette intégrine ne 

font pas de PICD. On ne sait pas si CD11b/CD18 participe juste à la production de FRO, ou s’il pourrait 

jouer un rôle de récepteur de mort et activer de manière directe la caspase-8 (Zhang et al., 2003).  

Les FRO, notamment produite au cours de la PICD, activeraient également la kinase JNK,  ce 

qui participerait à l’apoptose (Kanayama and Miyamoto, 2007). Ils induisent également les voies de 

survie ERK et p38MPAK, servant de modulateur de l’activation des caspases (Zhang et al., 2003).  

1.4.4.2 Les formes réactives de l’oxygène, inducteurs de l’apoptose dite spontanée mais pas 

seulement 

Les FRO seraient également une cause d’apoptose du PN. Les FRO pourraient induire des 

dommages à l’ADN et une activation de p53 (Huang et al., 2000; Reuter et al., 2010). Les FRO seraient 

capables de moduler des voies de signalisation (Gabelloni et al., 2013b). En effet, dans les 

fibroblastes, les FRO peuvent aussi conduire à une inhibition des phosphatases inactivant JNK et ainsi 

conduire à une activation prolongée de JNK, favorisant la libération du cytochrome c et l’activation 

de la caspase-3 (Kamata et al., 2005). Ce mécanisme est sans doute transposable aux PN. Des études 

ont aussi démontré que les FRO produits par la chaîne respiratoire de la mitochondrie pouvaient 

induire la mort du PN par une voie indépendante des caspases, mais encore mal connue (Maianski et 

al., 2003). L’AIF serait impliqué. Il est localisé dans l’espace inter-membranaire mitochondrial. Il s’agit 

d’une molécule possédant une double fonction : oxydoréductase et pro-apoptotique. Sa libération de 

la mitochondrie entraîne une altération de la perméabilité mitochondriale menant à un stress 

oxydant. L’AIF ne nécessite aucun intermédiaire pour provoquer l’apoptose nucléaire en 

interagissant directement avec la cyclophiline A (Maianski et al., 2003). 

Le rôle des FRO dans le PN demeure complexe. En effet, il a été décrit dans le PN, que des 

niveaux élevés de FRO inhibent les caspases dans les PN (Fadeel et al., 1998; Wilkie et al., 2007). Ainsi 

la quantité de FRO  dans un PN constituerait un senseur qui oriente le PN entre survie, apoptose ou 

nécrose (figure 21). 

 

En conclusion, le contexte extracellulaire semble donc contrôler le type de mort du PN. En 

absence de signaux de survie, comme un signal inflammatoire, le PN meure par apoptose impliquant 

la voie mitochondriale. Dans des conditions inflammatoires, le PN ayant phagocyté des bactéries 

meure par PICD, limitant ainsi leur développement. Enfin, le contexte inflammatoire par les 

médiateurs de mort qui y sont générés comme FasL, TRAIL et le TNF-α induit une apoptose 

dépendante de la voie extrinsèque qui a pour but de diminuer le nombre de PN sur le site 

inflammatoire (figure 22). 
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Figure 21 : Les FRO contrôlent la destinée du PN. Des stimuli extérieurs entraînent l’assemblage de la NADPH oxydase au 
sein du phagosome généralement (en bleu) ce qui aboutit à une production de FRO au niveau extracellulaire mais aussi 
intracellulaire : une faible quantité induit la survie, une quantité moyenne l’apoptose et une forte la nécrose en inhibant les 
caspases (Geering and Simon, 2011).   

  
Figure 22 : L’environnement décide de la mort du PN. En absence de stimulus, le PN meurt par apoptose spontanée 
dépendante de la voie mitochondriale et des caspases. Dans un contexte inflammatoire, le PN meure aussi par apoptose 
soit  induite via les récepteurs de mort (TRAIL, FasL, TNF-α), soit induite par phagocytose (PICD) (adapté de (Geering and 
Simon, 2011)).  SMAC=second mitochondria-derived activator of caspase; Diablo=Direct IAP-binding protein with low pI; 
PICD=Phagocytosis-induced cell death; AI=anti inflammatoires. 
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1.4.5 Molécules régulant l’apoptose des PN  

Pour revue, (Elbim and Estaquier, 2010). 

1.4.5.1 Une cellule sensible à son environnement 

Au cours des processus inflammatoires, la durée de vie des PN est augmentée, de 

nombreuses molécules présentes au niveau du site inflammatoire retardant l’apoptose constitutive 

du PN. Il a ainsi été rapporté que l’IL-1β, l’IL-2, l’IL-15, l’IL-8, le LPS, le G-CSF ou le GM-CSF pouvaient 

prolonger la survie des PN (Akgul et al., 2000; Edwards et al., 2003; Simon, 2003). De même 

l’hypoxie, les glucocorticoïdes (GCs) retardent l’apoptose des PN (Akgul et al., 2000; Edwards et al., 

2003).  

La cycloheximide et l’actinomycine D (inhibiteur de la traduction et de transcription 

respectivement) induisent l’apoptose du PN, à la différence des GCs, qui induisent notamment la 

synthèse de Mcl-1. Cela montre que la stimulation de la biosynthèse protéique est un élément 

essentiel à la survie du PN. Ainsi des agents modulant la mort du PN, vont soit déstabiliser des 

protéines existantes soit induire la synthèse de novo  directement ou en modulant des kinases 

contrôlant des facteurs de transcription. On peut sans doute distinguer deux groupes parmi les 

stimuli retardant l’apoptose du PN : ceux activant les tyrosines kinases suite à une fixation sur un 

récepteur (G-CSF, GM-CSF…) et ceux activant une protéine G couplée à un récepteur (GPCR, 

récepteur de LTB4, BTL1) (Elbim and Estaquier, 2010). Ces différents stimuli anti-apoptotiques, 

présents localement au cours de la réaction inflammatoire, interviennent en modulant l’expression 

des membres de la famille Bcl-2 (Akgul et al., 2000; Simon, 2003). Par exemple, l’augmentation du 

délai de l’apoptose du PN par le GM-CSF serait due à une augmentation de l’expression de Mcl-1 et 

Bcl-XL (Epling-Burnette et al., 2001) et à une diminution de l’expression de la protéine Bax 

(Weinmann et al., 1999). Le GM-CSF a aussi été décrit comme induisant Bim, ce qui permettrait de 

limiter la survie des PN et donc de favoriser la résolution de l’inflammation (Andina et al., 2009; 

Cowburn et al., 2011). In vitro, il a été démontré que l’IL-10 pouvait s’opposer à la survie des PN 

induite par le LPS, en modulant sans doute des voies de signalisation et la sécrétion associée de 

cytokines pro-inflammatoires (Ward et al., 2005). De même, l’IL-17 diminue les effets anti-

apoptotiques du GM-CSF sur les PN en prévenant l’activation de p38 et ERK  (Dragon et al., 2008). 

1.4.5.2 Les voies de signalisation modulant l’apoptose des PN 

La voie Akt/PKB 

Une implication de la kinase Akt/PKB a été décrite au cours de l’apoptose du PN. En effet, 

l’activation d’Akt induit la phosphorylation de Bax, ce qui empêche son changement de conformation 

nécessaire à la génération des pores dans la membrane mitochondriale (Gardai et al., 2004). 

L’activation de cette voie provoque également la phosphorylation de Bad et son inhibition 

consécutive à sa séquestration cytoplasmique par la protéine 14-3-3 (Blume-Jensen et al., 1998). 

Les traitements qui retardent la mort du PN comme le GM-CSF ou l’IFN-γ restaurent l’activité 

d’Akt, son activité diminuant physiologiquement au cours de la vie du PN (Zhu et al., 2006). 

L’activation des TLR notamment par le LPS induit l’activation d’Akt (et l’induction de MCL-1) et 

favorise la survie (Francois et al., 2005). L’IL-8 et le LTB4 induisent la survie du PN en activant la PI3K 

et par la même Mcl-1 (Nolan et al., 1999; Petrin et al., 2006). IGF-1 (insulin growth factor 1) s’oppose 

à la mort induite par FasL en activant la voie PI3K (Himpe et al., 2008). La PI3K est une kinase en 
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amont d’Akt, permettant son activation. Le PN expriment les isoformes α, β, δ et γ de la PI3K. Le GM-

CSF induit la survie du PN par ces 4 isoformes qui semblent avoir une activité redondante (Juss et al., 

2012). Néanmoins des souris déficientes pour la PI3Kγ présentent des PN plus apoptotiques (Yang et 

al., 2003). Ainsi, des inhibiteurs d’AKT et de PI3K induisent la mort du PN. 

 
 

Cependant, récemment l’implication de la voie 
Akt/mTOR dans la survie des PN a été remise 
en cause. Celle-ci serait principalement 
dépendante de la kinase PI3K, et la voie 
Akt/mTOR serait plutôt cruciale pour les 
précurseurs des PN. En effet des neutrophiles 
exprimant une forme constitutivement active 
d’AKT ne vivent pas plus longtemps (Souza et 
al., 2013).  

Cependant, l’entrée en apoptose  
spontanée ne semble pas nécessiter 
l’activation de ces voies car des inhibiteurs de 
la PI3K et des MAPKs ne la modifient pas 
(Gardai et al., 2004). 
 

 
Figure 23 : L’apoptose spontanée du PN, comparable à 
une apoptose induite par déprivation en facteurs de 
croissance (Letai, 2006). En absence de stimulation 
extérieure (cytokines pro-inflammatoires), la PI3K et Akt 
ne sont plus activées, permettant une activation de la 
kinase GS3K qui phosphoryle Mcl-1, orientant ainsi  sa 
dégradation par le protéasome. Bax et Bak s’activent et 
sont à l’origine de la perméabilisation de la membrane 
mitochondriale. Le cytochrome c est libéré et forme avec 
APAF1 et la procaspase-9 l’apoptosome. La caspase-9 
ainsi activée, clive à son tour la caspase-3 qui induit les 
dommages cellulaires menant à l’apoptose. 

Le rôle des MAPKs (Mitogen-activated protein kinase) 

La plupart des cytokines modulent des voies de signalisation, notamment les MAPKs et 

particulièrement ERK et p38MAPK. Le GM-CSF en activant ERK favoriserait la survie (Nolan et al., 

1999). Le rôle de ERK dans la survie a été illustré dans des modèles d’inflammation pulmonaire chez 

la souris. Des inhibiteurs de ERK diminuent l’inflammation et réduisent le recrutement de PN et de 

macrophages. Cela repose en partie sur l’augmentation de l’apoptose des PN (Sawatzky et al., 2006). 

Inversement, l’activation de ERK induit la survie des PN, notamment via la MPO, cette dernière 

interagissant  avec le CD11b/CD18 (El Kebir and Filep, 2010). Le stress cellulaire active la p38 MAPK 

et induit l’apoptose du PN (Frasch et al., 1998). Ainsi l’exercice physique (la marche sur un tapis 

roulant) induit l’apoptose dans des PN de rat. Elle est dépendante des FRO et passe par l’activation 

de la p38 MAPK et de JNK. Ces kinases participent à l’expression de p53 et à l’activation de la 

caspase-3 (Lagranha et al., 2007). De plus, le curcumin induit l’apoptose du PN en activant la p38 

MAPK (Hu et al., 2005a). Cependant il a également été décrit que dans les PN, la p38 MAPK pourrait 
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phosphoryler les caspases-3 et -8 et inhiber l’apoptose (Alvarado-Kristensson et al., 2004). Le rôle de 

la p38 MAPK dans le contrôle de la survie du PN demeure donc peu clair. 

L’implication de NF-кB et FOXO (Forkhead box Class O) 

Une inhibition des voies NF-кB et FOXO a été décrite dans des PN apoptotiques (Crossley, 

2003). La voie NF-кB induit la survie des PN en induisant notamment la protéine A1. Le promoteur du 

gène a1 possède des motifs NF-кB (Akgul et al., 2000). L’activation de FOXO3 retarde l’apoptose du 

PN dépendant de FasL, en inhibant sa transcription (Jonsson et al., 2005). Ainsi des souris déficientes 

en FOXO3 sont résistantes à deux modèles d’inflammation dépendant des PN, un modèle d’arthrite 

induit par des complexes immuns et un modèle de péritonite (Jonsson et al., 2005).  

L’implication de la protéine kinase A (PKA)  et de la PKC (adénosine monophosphate cyclique) 

Les agents augmentant la concentration d’AMPc (comme le dibutyryl AMPc et la PGE1, 

prostaglandine E1) retardent l’apoptose des PN via la PKA et PKC, qui stabilisent Mcl-1 (Kato et al., 

2006). La PKC est aussi activée par la forme active de la caspase-3 générée par un clivage 

protéolytique au cours de l’apoptose du PN. Ainsi des inhibiteurs de la PKC empêchent l’apoptose du 

PN comme la Rottlerin, un activateur des canaux potassiques (Pongracz et al., 1999). Cependant 

récemment la piceatannol, un composant du vin rouge, induit l’apoptose en inhibant la PKC 

(Jancinova et al., 2013). Le rôle de la PKC dans le contrôle de la survie du PN demeure donc peu clair. 

1.4.5.3 Le PN, senseur de certains paramètres extérieurs 

Le rôle du stress 

Le facteur de transcription HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) régule à la fois l’activité 

bactéricide (Peyssonnaux et al., 2005) et l’apoptose du PN (Walmsley et al., 2005). L’hypoxie induit 

l’expression de HIF-1α, qui active NF-кB,  favorisant la survie du PN sous des faibles quantités 

d’oxygène (1%). Cela est important pour favoriser la suivie du PN dans des conditions 

inflammatoires.  

Des antioxydants ajoutés au milieu de culture in vitro peuvent prolonger la survie du PN. Les 

oxydants produits dans les PN par la NADPH oxydase déclenchent notamment des changements de 

surface qui aboutissent à la reconnaissance et la phagocytose par les macrophages (Hampton and 

Winterbourn, 2002). La survie des PN pourrait donc dépendre des conditions locales d’oxygénation.  

L’implication des mécanismes d’adhésion 

Il a été démontré que le déclenchement des mécanismes d’adhésion cellulaire stimule des 

signaux intracellulaires résultant en une augmentation de la survie des PN, notamment via VCAM-1 

et CD11b/CD18 (Mayadas and Cullere, 2005)(figure 24). Ces phénomènes sont d’une extrême 

importance car l’augmentation de la survie des PN lorsqu’ils sont recrutés au site inflammatoire 

augmente leur capacité à accomplir leurs fonctions cytotoxiques. Cela veut aussi dire que dans les 

maladies inflammatoires, ces cellules ont une capacité accrue à endommager les tissus environnants 

par sécrétion de leur arsenal cytotoxique avant d’être phagocytées par les macrophages.  
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Figure 24: Rôle double de CD11b/CD18  (MAC1) : pro- ou anti-apoptotique (El Kebir and Filep, 2013). 

Il est intéressant de noter que la β2-intégrine CD11b/CD18 peut jouer un double rôle. Elle 

transmet des signaux de survie lors de l’adhésion et est induite par des signaux de survie comme  le 

LPS (Zhou et al., 2005). Mais cette intégrine est aussi impliquée dans les signaux apoptotiques lors de 

la phagocytose, car elle participe à la reconnaissance des bactéries et leur phagocytose et coopère 

avec les récepteurs Fc (El Kebir and Filep, 2013). Les mécanismes mis en jeu sont décrits dans la 

figure 24. 

En résumé, Mcl-1 apparaît comme la protéine au centre des voies de signalisation dans le PN. 

Sa modulation semble ainsi décisive pour le contrôle de la survie du PN. De nombreuses stratégies 

thérapeutiques anti-inflammatoires visent la déstabilisation de cette protéine. La figure 25 place Mcl-

1 au centre des voies de signalisation. 

 
Figure 25 : Au centre des voies de signalisation, Mcl-1 contrôle la destinée du PN. Les signaux externes (en bleu) modulent 
des kinases (en violet) ou des seconds messagers, comme l’AMPc (en noir). Ces kinases stabilisent, ou déstabilisent Mcl-1 et 
sont bien souvent des cibles thérapeutiques. 
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1.4.5.4 Les glucocorticoïdes, un signal de survie dans le PN 

Pour revue, (Saffar et al., 2011). 

Effets généraux des glucocorticoïdes sur le système immunitaire 

Les glucocorticoïdes (GCs) sont des hormones stéroïdiennes naturelles produites par les 

glandes surrénales. Les GCs synthétiques ont été administrés pour la première fois en 1940 en tant 

que molécules anti-inflammatoires dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde (Zen et al., 

2011).  Les GCs vont influencer la majorité des acteurs de la réponse immunitaire (Busillo and 

Cidlowski, 2013; Zen et al., 2011) (figure 26). L’administration de GCs induit une diminution du 

nombre de lymphocytes circulants en lien avec une nouvelle répartition entre les différents 

compartiments (la rate, les ganglions..), leur margination et une induction de leur apoptose. Elle est 

aussi accompagnée d’une augmentation des granulocytes et en particulier des PN, notamment à 

cause d’une diminution des chimiokines induisant le recrutement sur le site inflammatoire et par 

l’augmentation de leur survie (Busillo and Cidlowski, 2013; Zen et al., 2011). Les effets des GCs 

s’appuient sur leur fixation à leur récepteur cytosolique, le GR, GCs récepteur. Le complexe GCs/GR 

transloque dans le noyau et se fixe aux promoteurs de gènes cibles contenant des éléments de 

réponse aux GCs, appelés GRE, comme GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) ou l’annexine-A1 

(Barnes, 2011). Il s’agit de la transactivation. Le complexe GC/GR peut aussi exercer des effets 

indirects sur la transcription de gènes en interagissant avec des facteurs de transcription (par 

exemple NF-кB et  AP-1 (activator protein 1)). Il s’agit de la transrépression.  

 
Figure 26 : Les glucocorticoïdes (GCs) favorisent la résolution de l’inflammation et restaurent l’homéostasie (Busillo and 
Cidlowski, 2013). Au cours de l’inflammation, les GCs induisent la résolution en réprimant l’expression de molécules 
d’adhésion, et en empêchant le roulement et l’extravasion des PN. Ils induisent également l’expression et la sécrétion de 
l’annexine-A1, qui va à son tour induire l’apoptose des PN sur le site inflammatoire. Une exposition prolongée de GCs 
entrainent un changement phénotypique des macrophages résidents vers un profil anti-inflammatoire (M2). Ils produisent 
alors des cytokines anti-inflammatoires (IL-10), ont des capacités de phagocytose accrues et favorisent la réparation 
tissulaire. Les GCs agissent aussi sur les lymphocytes T naïfs et différenciés, qui ont été recrutés sur le site inflammatoire, en 
bloquant la différenciation T helper 1 et T helper 2, ainsi qu’en induisant l’apoptose. 
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La survie des PN induite par les glucocorticoïdes 

Les PN répondent autant que les autres leucocytes aux effets génomiques des GCs (Hirsch et 

al., 2012). Les effets médiocres des GCs dans les maladies inflammatoires neutrophiliques ne sont 

donc pas liés à une insensibilité des PN aux GCs. 

 Les GCs inhibent l’apoptose des PN in vitro. Cet effet est aboli par des inhibiteurs de la 

transcription (Kato et al., 1995). Contrairement à d’autres signaux de survie, les GCs n’induisent pas 

l’activation du PN, comme le montre l’absence de production d’IL-8 et de FRO (Cox, 1995). 

Les GCs induisent la survie des PN par différentes voies (figure 27) : 

- L’induction transcriptionnelle de Mcl-1  (Saffar et al., 2008) et de A1 (Madsen-Bouterse et al., 2006), 

deux protéines anti-apoptotiques, ainsi que la diminution de l’expression de Bak (Madsen-Bouterse 

et al., 2006). Cependant la diminution de Bak a particulièrement été décrite dans les PN murins et 

peu retrouvée dans les PN humains (Saffar et al., 2008). L’induction de Mcl-1 semble être essentielle 

aux effets des GCs car l’utilisation de SiRNA dirigés contre mcl-1, abolit les effets des GCs (Sivertson 

et al., 2007). 

- L’expression du récepteur du leucotriène B4, BTL1 (Stankova et al., 2002). Cela rend le PN plus 

sensible aux signaux de survie issus du leucotriène B4 qui active la PI3K, comme nous l’avons vu. 

- La stabilisation des XIAPs par un mécanisme peu clair, ce qui participe à la diminution de l’activité 

de la caspase-3 (Saffar et al., 2008). Il est décrit qu’en présence de GCs, la quantité d’XIAPs ne 

diminue pas au sein des PN. On ne sait pas vraiment si des mécanismes d’induction ou de 

stabilisation sont impliqués. 

- La suppression des composants de la voie extrinsèque de l’apoptose : une diminution de 

l’expression de Fas a été observée dans les PN bovins traités par la DEX (Chang et al, 2004). 

Cependant cela n’a pas été clairement confirmé pour les PN humains (Saffar et al., 2008)  

 - Les kinases p38 MAPK et PI3K sont essentielles pour la survie induite par les GCs et sont impliquées 

dans la stabilisation de Mcl-1  (Saffar et al., 2008). Cependant les mécanismes et les cibles de ces 

kinases demeurent inconnus.  

Les GCs induisent également la diminution du CD11b/CD18 (Mac1) ce qui limiterait le 

recrutement du PN, et ainsi l’inflammation (Hashimoto et al., 2007). 

Récemment, les effets des GCs sur la survie des PN ont été décrits comme dépendants du 

niveau d’oxygène. En effet in vitro, les GCs induisent une diminution de la survie des PN dans des 

conditions hypoxiques et s’opposent à la survie induite par des facteurs de croissance comme le GM-

CSF. Cela laisse entrevoir que les GCs pourraient jouer d’autres rôles au site inflammatoire (Marwick 

et al., 2013). En effet les GCs induiraient la survie des PN dans la circulation pour des niveaux 

d’oxygène de l’ordre de 20%, et induiraient l’apoptose des PN sur le site inflammatoire où l’on 

retrouve un environnement hypoxique (Eltzschig and Carmeliet, 2011). 
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Figure 27 : Modèle de l’effet des glucocorticoïdes (GC) dans la survie des polynucléaires neutrophiles. Après un 
traitement avec un GC (triangle bleu) le récepteur au GC (GR) se dimérise et transloque au noyau où il induit ses gènes 
cibles. En quelques heures, les expressions de Mcl-1 et des IAPs (Inhibitor of apoptosis) sont induites, ce qui corrèle avec le 
maintien de l’intégrité mitochondriale. Les kinases PI3K et MAPK régulent les l’expression de Mcl-1 (Saffar et al., 2011) 

Implication en physiopathologie 

Dans de nombreuses pathologies où les GCs sont prescrits, des mécanismes de résistance se 

mettent en place. La résistance aux GCs a été associée à l’inflammation neutrophilique. 

 Dans le cas de l’asthme, un traitement aux GCs induit une diminution des éosinophiles, des 

lymphocytes T et des macrophages mais s’accompagne d’une augmentation du nombre de PN 

(Hauber et al., 2003). L’utilisation des GCs est donc ici un traitement adapté, cette pathologie 

impliquant les éosinophiles. Cette différence entre les PN et les PE s’appuie sans doute sur une 

modulation des flux calciques. En effet, les GCs induisent une élévation du calcium intracellulaire, 

pro-apoptotique dans les thymocytes et les éosinophiles et anti-apoptotiques dans les PN (Zen et al., 

2011). 

 Dans le cas de la BPCO (broncho-pneumopathie chronique obstructive), la résistance aux 

GCs est associée à une inflammation neutrophilique caractérisée par une forte libération par les PN 

de MMP9 (matrice métalloprotéase 9) et d’élastase qui sont à l’origine de dommages tissulaires 

(Vlahos et al., 2012). Les protéases du PN représentent ainsi des cibles thérapeutiques potentielles. 

 Les GCs ont été décrits récemment comme diminuant la dermatose bulleuse auto-immune. 

Ils préviennent l’activation des PN par les auto-anticorps en inhibant les kinases Akt, ERK et p38 

MAPK (Hellberg et al., 2013). 
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Tableau IV : Les modulateurs de l’apoptose du PN endogènes et exogènes. IAP = inhibitor of apoptosis; XIAP = X-linked 
inhibitor of apoptosis; GCs= Glucocorticoïdes; FRO= Formes réactives de l’oxygène   

Modulateurs intracellulaires Mécanismes Références 

FRO 
 

Dommage à l’ADN 
Génération de céramides 
Activation de MAPK /ERK=> survie 

 
 
(Zhang et al., 2003) 

Caspases Activation des caspases (Elbim and Estaquier, 2010) 

Protéines Bcl-2 Régulation de la perméabilité de la membrane mitochondriale (Elbim and Estaquier, 2010) 

Calpaïnes Clivage des XIAP, de Bax (Elbim and Estaquier, 2010) 

XIAP, IAP, PCNA Protection des procaspase et de la mitochondrie  (Salvesen and Duckett, 2002)  

Voies de signalisation 
PKB/Akt 
P38 MAPK 
 
PKC 
Inhibiteur Rottlerin 
JNK 

 
Phosphorylation et activation de Bax, FOXO, NfkB 
Phosphorylation et inhibition des caspases-3 et -8 
Induction de p53 et activation de la caspase-3 
Inconnu 
Inhibe l’apoptose 
Induction de p53 et activation de la caspase-3 

 
 
(Alvarado-Kristensson et al., 
2004) 
(Lagranha et al., 2007) 
(Pongracz et al., 1999) 
 
(Lagranha et al., 2007) 

Modulateurs Extracellulaires 
Anti-apoptotique 

Mécanismes Références 

INF Induction des IAP  

LPS Phosphorylation de Akt, augmentation de A1 et Mcl-1  

G-CSF et GM-CSF Activation des voies Akt/PI3K (Elbim and Estaquier, 2010) 

Adhésion cellulaire 
 (Cellules endothéliales) 

Activation de voies de survie  

TNF (faible dose) Activation de PI3K, PKC et ERK, induction de A1 et BclXL  

GCs Induction de Mcl-1 (Saffar et al., 2011) 

Agonistes AMPc Induction de Mcl-1 (Kato et al., 2006) 

Leptines (hormone) Activation de ERK et NfkB (Sun et al., 2013) 

Thiotaurine Inhibition de la caspase-3 (Capuozzo et al., 2013) 

Modulateurs Extracellulaires 
Pro-apoptotiques endogènes 

Mécanismes Références 

FasL et TRAIL Perméabilisation de la membrane mitochondriale, activation des 
caspases 

 

Phagocytose Production de FRO, activation des caspases  

TNF (forte dose) Production de FRO, activation de JNK et des calpaïnes  

Modulateurs Extracellulaires 
Pro-apoptotiques exogènes 

Mécanismes Références 

Nicotinamide Augmentation de l’activité de la caspase-3, peut-être impliquant 
l’inhibition de SIRT-1 

(Fernandes et al., 2011) 

Inhibiteur de CDK 
Flavopiridol (inhibiteur de CDK9) 
R-roscovitine 

Déstabilisation de Mcl-1 (Wang et al., 2012a) 

Polyphénols naturels 
Resvératrol 
Piceatannol 
Curcumin 

Activation de la caspase-3 (?) 
Inhibition Akt et PI3K, survivine, XIAP 
Apoptose 
Activation de p38 MAPK et activation de la caspase-3 

(Jancinova et al., 2012) 
(Harikumar and Aggarwal, 2008) 
(Jancinova et al., 2013) 
(Hu et al., 2005a) 

Garcinol Libération du cytochrome c et activation des caspase (HL-60 non diff) (Pan et al., 2001) 

Brefeldine A (BFA) (dérivé 
fongique) 

Diminution de Mcl-1 
Perturbation du transport de vésicule 

(Lee et al., 2003a) 

Inhibiteur HDAC: TSA (Trichostatin 
A) 

Activation de la caspase 3 de manière indépendante de PI3K, NfkB et 
de la caspase-8 

(Kankaanranta et al., 2010) 

CHE : crude hydroalcolique extract Apoptose caspase dépendant mais p38 indépendante (de Liz et al., 2012) 

Iron sucrose Stress oxydatif lié au fer (Ichii et al., 2012) 

15-epi-LXA4 Apoptose (El Kebir et al., 2009) 

VAA-1 (Viscum album agglutinin-
I): une lectine 

Production de FRO (Lavastre et al., 2002) 

Arsenic Trioxide (ATO) Apoptose induite par un stress du RE (Binet et al., 2010) 

Agent perturbant la mitochondrie 
Oxidative phenoxazine 

Déstabilisation du potentiel mitochondrial (Tabuchi et al., 2011) 
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2  L’inflammation  

2.1 La réaction inflammatoire 

2.1.1 Physiopathologie de l’inflammation 

L’inflammation, ou réaction inflammatoire, est la réponse des tissus vivants à une agression. 

Ce processus comprend des phénomènes généraux exprimés par le syndrome inflammatoire, ainsi 

que des phénomènes locaux, dépendant de la vascularisation, ce qui favorise le recrutement des 

cellules de l’immunité innée et la mise en place de la réponse. Le granulome inflammatoire est 

l’ensemble des éléments cellulaires (PN, lymphocytes, plasmocytes, macrophages…) présents au sein 

d’une réaction inflammatoire visible sur un prélèvement tissulaire. 

L’inflammation est un processus initialement bénéfique ayant pour but d’éliminer l’agent 

pathogène et de réparer les lésions tissulaires. Parfois elle peut être néfaste du fait de l’agressivité de 

l’agent pathogène et de sa persistance, d’anomalies des régulations du processus inflammatoire ou 

d’anomalies quantitatives ou qualitatives des cellules intervenant dans l’inflammation (figure 28).  

 
Figure 28 : La défense immunitaire, un savant équilibre visant l’homéostasie. Si la défense est trop faible, le pathogène 
prolifère. Si elle est trop forte, une réponse inflammatoire inappropriée se met en place (adapté de (Si-Tahar et al., 2009)). 

Les causes sont multiples : une infection, un agent physique ou chimique, un corps étranger, 

un défaut de vascularisation (comme lors d’une ischémie) ou encore une agression dysimmunitaire 

(comme l’allergie). Il est important de considérer qu’une réaction inflammatoire n’est pas le signal 

que d’une infection. 

La difficulté à séparer les aspects bénéfiques de l’inflammation des aspects néfastes a 

conduit le médecin Ludwig Aschoff en 1917 à considérer deux types de mécanismes inflammatoires. 

On distingue maintenant l’inflammation aiguë de l’inflammation chronique (Tableau V). 

L’inflammation aiguë est une réponse immédiate à un agent agresseur, de courte durée (de quelques 

jours à une semaine) avec une mise en place brutale et accompagnée de phénomènes vasculo-

exsudatifs intenses. On peut citer les brûlures, les ischémies. Elle débute toujours par une phase 

vasculo-exudative. Elle s’oppose à l’inflammation chronique qui ne présente pas de tendance à la 

guérison spontanée. Elles peuvent avoir deux principales causes : dériver d’une inflammation aiguë 

en raison d’une persistance du pathogène ou à une récidive au niveau d’un même organe, ou se 

manifester d’emblée sous forme chronique. Dans ce cas, la phase vasculo-exsudative est 

asymptomatique. C’est le cas des maladies auto-immunes. Le granulome inflammatoire contient 

alors peu ou pas de PN et est principalement constitué de macrophages.  Les maladies 
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inflammatoires chroniques sont la 3ème cause de mortalité, après les affections cardiovasculaires et 

les cancers. La polyarthrite rhumatoïde est une maladie inflammatoire où se succèdent des phases 

chroniques et aiguës. La synovie (synovium) possède un profil de maladie inflammatoire chronique 

avec une infiltration importante de macrophages et de lymphocytes et une activation des 

synoviocytes. Le liquide de la synovie quant à lui est très riche en neutrophiles, un aspect 

d’inflammation aiguë (Nathan and Ding, 2010). 
Tableau V : Comparaison entre l’inflammation chronique et aiguë. FRO = Formes réactives de l’oxygène ; PN = 
Polynucléaires neutrophiles 

 Inflammation aiguë Inflammation chronique 

Cause Pathogènes, agents  physiques, agents 
chimiques 

Inflammation aiguë persistante, réaction 
auto-immune 

Cellules majoritaires PN, monocytes, macrophages Monocytes, macrophages, lymphocytes, 
plasmocytes, fibroblastes 

Principaux médiateurs Amines vasoactives, éicosanoïdes Cytokines (principalement l’IFN-γ), FRO, 
facteurs de croissance, enzymes 

hydrolytiques 

Pic Immédiat Retardé ou absent 

Durée Quelques jours Jusqu’à plusieurs mois, années 

Fin Résolution, formation d’un abcès, 
inflammation chronique 

Destruction du tissu, fibrose 

 

2.1.2 Les acteurs moléculaires et cellulaires de l’inflammation (par phase)  

 

La réaction inflammatoire est un processus dynamique comportant plusieurs étapes 

successives : la réaction vasculo-exsudative, la réaction cellulaire et la phase de réparation et de 

cicatrisation (Reinke and Sorg, 2012) (figure 29). 

 
Figure 29 : Les différentes phases de la réponse inflammatoire. PAMPS = Pathogen associated molecular patterns; 
DAMPS= Danger associated molecular patterns. 
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2.1.2.1 Une phase d’initiation, une phase vasculaire 

Les signaux de danger 

L’inflammation se développe en réponse aux PAMPs, d’origine exogène (issus du pathogène) 

et aux DAMPs, d’origine endogène et libérés par les cellules dans le cas d’une blessure comme une 

brulûre, l’hypoxie ou une agression chimique. Les PAMPs regroupent le LPS, les CpG (motifs non 

méthylés cytosine phosphate guanosine), et d’autres dérivés bactériens. Les DAMPs dérivent de 

l’hôte, comme l’ATP, la HMG1 ou des molécules dégradées comme des fragments de collagène et 

d’acide hyaluronique.  

Les PN vont reconnaître les DAMPs et les PAMPs par les mêmes PRRs. Les signaux de danger 

induisent donc la même réponse pro-inflammatoire quelque soit l’origine du signal. On peut se 

demander si le PN est capable de faire la distinction entre une infection et une réaction 

inflammatoire non infectieuse, et si la réponse mise en place est différente.  

La formation de l’œdème 

Suite à la reconnaissance des signaux de dangers, on observe un gonflement et la formation 

d’un œdème lié à l’exsudation du plasma sanguin au niveau de la rupture de la barrière (Serhan C., 

2010). Il s’agit d’une réaction locale immédiate qui a notamment pour but l’homéostasie. Cette 

phase s’appuie sur les effecteurs primaires, c’est-à-dire initialement présents sur le site 

inflammatoire. Ils ont pour rôle de donner l’alerte. On distingue des effecteurs cellulaires (les 

plaquettes, les cellules endothéliales, les mastocytes et les macrophages résidents) et des systèmes 

impliquant des protéases plasmatiques (système du complément, système de coagulation et les 

kinines) (Serhan C., 2010).  

Un phénomène de congestion se met ainsi en place. Le système de coagulation est impliqué. 

Un phénomène de vasoconstriction a lieu en parallèle, ce qui permet de limiter les pertes de sang  

dans le cas d’une hémorragie. Les premiers signes physiologiques  de l’inflammation sont la rougeur, 

la chaleur (toutes deux liées à l’augmentation du flot sanguin) et la douleur (liée aux médiateurs 

chimiques comme les kinines et à la compression des terminaisons nerveuses) qui arrivent en 

quelques minutes. L’œdème se met en place ensuite (Serhan C., 2010).  

L’œdème inflammatoire ainsi formé résulte du passage dans le tissu conjonctif interstitiel 

d'un liquide appelé exsudat composé d'eau et de protéines plasmatiques. L'œdème inflammatoire 

résulte d’une vasodilatation et d’une augmentation de la perméabilité de la paroi des petits 

vaisseaux (liée à un écartement des jonctions serrées des cellules endothéliales) sous l’effet de 

médiateurs chimiques, dont l’histamine. Il permet entre autre la dilution des toxines accumulées 

dans la lésion, la limitation de la diffusion des agents extérieurs par une barrière de fibrine (à partir 

du fibrinogène plasmatique), l’apport local de médiateurs chimiques et de moyens de défense 

(immunoglobulines, facteurs de la coagulation, facteurs du complément) et la diminution du débit 

sanguin. Localement, il en résulte une augmentation de l'apport sanguin et un ralentissement du 

courant circulatoire par hémoconcentration, ce qui favorise le phénomène suivant, la diapédèse 

leucocytaire (Serhan C., 2010). 

Il est intéressant de remarquer qu’une réaction inflammatoire complète ne peut se mettre 

en place que dans un tissu vascularisé (Serhan C., 2010).  
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Les médiateurs cellulaires et moléculaires contrôlant la phase vasculo-exudative 

Les cellules inflammatoires résidentes sont sensibles aux PAMPs et aux DAMPs et donnent le 

signal d’alerte. Les mastocytes et macrophages dégranulent et libèrent l’histamine.  Les plaquettes  

en présence des signaux de dangers adhèrent, s’agrègent et dégranulent, libérant de la sérotonine et 

de l’histamine. Ces deux molécules vaso-actives, et chimioattractante pour l’histamine, forment les 

amines vasoactives.  

Les amines vasoactives sont formées avant l’inflammation et stockées sous la forme de 

granules cytoplasmiques. Elles sont parmi les premiers médiateurs libérés lors du déclenchement de 

l’inflammation dans la phase initiale vasculo-exsudative. Il s’agit de la sérotonine sécrétée par les 

plaquettes lors de leur agrégation et surtout de l'histamine largement présente dans les tissus, au 

sein des mastocytes du tissu conjonctif, des polynucléaires basophiles et des plaquettes. La 

dégranulation de l’histamine mastocytaire est déclenchée par des facteurs multiples tels que le choc 

thermique, les complexes antigène-anticorps (Ag-Ac) (par exemple dans le cas d’hypersensibilité de 

type I médiée par les IgE), les fractions du complément (anaphylotoxines), les enzymes lysosomiales 

des polynucléaires, les cytokines IL-1β et IL-8, et les lysophophatydilsérines présentes à la surface des 

plaquettes (Frasch and Bratton, 2012). L’action de l’histamine est rapide et fugace. Elle induit 

l’augmentation précoce de la perméabilité vasculaire lors de la phase aiguë exsudative 

(vasodilatation artériolaire et contraction des cellules endothéliales des veinules), la contraction des 

fibres musculaires lisses (bronchoconstriction), l’augmentation des molécules d’adhésion de 

l’endothélium, l’écartement des jonctions serrées et l’attraction des polynucléaires (Frasch and 

Bratton, 2012). La sérotonine a principalement des effets vasoactifs. 

Trois systèmes plasmatiques interdépendants interviennent dans l’inflammation: le système 

du complément, les kinines et  le système de la coagulation (figure 30).  

Le système du complément produit des anaphylatoxines. L’ensemble de 9 protéines 

plasmatiques (C1 à C9) s'active selon une réaction en cascade déclenchée soit par la fixation d'un 

complexe Ag-Ac sur la fraction C1, soit par des substances variées (endotoxines, enzymes 

lysosomiales libérées par les polynucléaires). Les anaphylatoxines forment un complexe d’attaque 

membranaire capable de lyser les agents microbiens. Certaines fractions du complément 

(essentiellement C3 et C5) jouent un rôle dans la perméabilité vasculaire, le chimiotactisme et 

l’opsonisation, favorisant ainsi la phagocytose en se fixant à la paroi des bactéries. Les C3a et C5a 

stimulent la libération d'histamine des mastocytes. Le C5a stimule aussi l'adhésion des polynucléaires 

neutrophiles à l'endothélium (Ricklin et al., 2010).  

Un système dit de contact induit la dégradation des kininogènes plasmatiques  et la 

formation des kinines comme les bradykinines. Les facteurs déclenchant leur formation sont 

multiples : le facteur XII de la coagulation, les protéases libérées par les polynucléaires ou les tissus 

nécrosés, l’histamine… Leur action est puissante mais brève car leur durée de vie est très courte, 

limitée à la phase initiale vasculo-exsudative. Les bradykinines induisent la vasodilatation, 

l’hyperperméabilité capillaire, l'adhérence des polynucléaires aux cellules endothéliales, la douleur, 

et la contraction des muscles lisses. Le système de contact exerce aussi des effets antimicrobiens. En 

effet les peptides issus de la dégradation de certaines kinines par des protéases bactériennes sont 

bactéricides (Nickel and Renne, 2012). 
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Enfin le système de coagulation génère un caillot de fibrine par la fibrinolyse. La présence de 

dépôts de fibrine intra et extra vasculaires est quasi constante dans l'inflammation. La mise en jeu du 

système de la coagulation aboutit à la formation de thrombine qui déclenche la production de fibrine 

à partir du fibrinogène plasmatique (Nickel and Renne, 2012). L'activation du système de la 

fibrinolyse conduit à la génération de plasmine (à partir de son précurseur plasmatique : le 

plasminogène), détruisant la fibrine par protéolyse, ce qui participe à la résorption du caillot. La 

fibrinoformation/fibrinolyse contribue à amplifier l'inflammation (Wolberg, 2010). Une augmentation 

d’un inhibiteur de la fibrinolyse, PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor-1), a été décrite dans 

certaines pathologies inflammatoires. En plus d’augmenter la quantité de fibrine, cela entraîne un 

signal anti-apoptotique en induisant la survie du PN. En effet le PAI-1 inhibe la mort induite par TRAIL 

(Zmijewski et al., 2011) et constitue  un « don’t eat me » signal. Les PN de souris n’exprimant pas PAI-

1 sont ainsi plus phagocytés par les macrophages (Park et al., 2008).  

 
Figure 30 : Les acteurs de la phase vasculo-exsudative : mise en place des symptômes inflammatoires et préparation à la 
réponse cellulaire. PN= Polynucléaire Neutrophiles. Les anaphylatoxines induisent la dégranulation des plaquettes et des 
mastocytes et ainsi la libération des amines vasoactives figurées en vert. L’histamine à son tour va activer la kinine et 
former la bradykinine. 

Les symptômes inflammatoires peuvent se mettre en place au cours de la phase d’initiation: 

rougeur, chaleur, œdème, et douleur (figure 30) (Baum and Arpey, 2005). Tous ces phénomènes 

permettent le recrutement et l’activation des cellules inflammatoires circulantes. 

2.1.2.2 Une phase d’amplification, une phase cellulaire 

2.1.2.2.1 Recrutement et activation des cellules par les médiateurs 

Lors de cette phase, il y a mise en place d’une croûte dans le cas d’une plaie, résultant de 

l’infiltration cellulaire (les effecteurs dit secondaires) et la formation de pus à partir de granulocytes 

dégénérés, principalement les PN. 
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Le système nerveux est modulé  au cours de cette phase et est à l’origine des symptômes 

généraux tels que la fièvre et l’amaigrissement. Le foie en réaction produit des protéines de 

l’inflammation comme la CRP. 

2.1.2.2.1.1 Deux vagues de recrutement et deux sources 

La phase d’amplification repose sur le recrutement des leucocytes. Ils ont deux origines.  

Le sang est le premier foyer. La première étape est donc la diapédèse qui, comme nous 

l’avons vu dans le chapitre I.B., nécessite l’activation des cellules endothéliales et l’expression des 

molécules d’adhérence. Les leucocytes transmigrent et arrivent au niveau du site inflammatoire par 

chimiotactisme où ils constituent le granulome. Cette étape est favorisée par le ralentissement du 

courant circulatoire. Les agents chimiotactiques, produits par les tissus altérés, par des bactéries et 

par les leucocytes déjà présents dans le foyer inflammatoire (leucotriène B4, IL-8, C5a…), se fixent sur 

des récepteurs membranaires des leucocytes, ce qui conduit à l'activation du cytosquelette et à la 

mobilisation du leucocyte. Les cellules immunitaires sont recrutées selon un gradient de facteurs 

chimiotactiques qui repose sur les médiateurs lipidiques (prostaglandines, leucotriènes, PAF…), les 

cytokines, les chimiokines (principalement IL-8 pour le PN, l’IL-5 et l’éotaxine pour les éosinophiles, 

les lymphotaxines pour les lymphocytes et MCP-1 pour les monocytes), et les anaphylaxines issues 

du système du complément (C5a, C3a..). Associées aux amines vasoactives (histamine, sérotonine), 

ces molécules induisent la réponse pro-inflammatoire.  

La deuxième source de cellules peut être locale, principalement le tissu conjonctif : les 

fibroblastes, les cellules endothéliales, les mastocytes et les macrophages résidents. Localement des 

cellules vont se multiplier (les fibroblastes, les lymphocytes, les cellules endothéliales, et à un 

moindre degré les macrophages) et des cellules vont se différencier (Serhan C., 2010). Les monocytes 

deviennent des macrophages activés capables de phagocytose, de sécrétion de nombreux 

médiateurs et de coopération avec les lymphocytes pour le développement de la réaction 

immunitaire (présentation de molécules antigéniques aux lymphocytes). Leur durée de vie est plus 

longue que celle des polynucléaires. Les cellules présentatrices de l’antigène (les cellules 

dendritiques et les macrophages)  peuvent migrer vers le ganglion lymphatique et présenter 

l’antigène aux lymphocytes T. Cela permet la mise en place de la réponse adaptative, qui s’installe en 

2 à 5 jours. Les lymphocytes T et B, peuvent alors migrer jusqu’au site inflammatoire. Les 

lymphocytes B se transforment en plasmocytes sécrétant des immunoglobulines. On ne trouve des 

plasmocytes qu’au niveau des tissus. Les lymphocytes T s’activent et sécrètent de nombreux 

médiateurs. Certains deviennent des lymphocytes T cytotoxiques pouvant éliminer directement le 

pathogène ou des cellules infectées, d’autres des lymphocytes Th-17 qui entretiennent 

l’inflammation. Tardivement des lymphocytes T régulateurs peuvent être présents. Ils participent à la 

résolution de l’inflammation par trois propriétés : l’élimination des lymphocytes cytotoxiques, 

l’inhibition de la production de cytokines pro inflammatoires par les lymphocytes cytotoxiques 

(comme l’IL-2 et le TNF-α) et la sécrétion de cytokines anti inflammatoires (particulièrement l’IL-10 et 

le TGF-β) (Kessel et al., 2009). Le système immunitaire adaptatif n’est pas forcément impliqué dans 

un mécanisme inflammatoire. Les fibroblastes enfin deviennent des myofibroblastes, possédant des 

propriétés contractiles et de synthèse des constituants de la matrice extracellulaire. 
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La composition du tissu de granulation varie en fonction du temps. On peut ainsi distinguer 

deux phases  dans le recrutement cellulaire (figure 31).  Tout d’abord suite à la phase vasculo-

exsudative, les PN recrutés constituent le stigmate cellulaire de l'inflammation aiguë les PN, ce qui 

permet le contrôle et l’élimination du pathogène (de 6 à 24h) ainsi que le recrutement des cellules 

mononuclées. S’en suit donc une phase de recrutement des monocytes/macrophages permettant 

l’arrêt du recrutement des PN et leur élimination ainsi que la résolution de l’inflammation (de 24 à 

48h) (Soehnlein and Lindbom, 2010). L’IL-6 joue un rôle important dans cette transition de 

recrutement (Gabay, 2006). Puis progressivement, sous l'influence de facteurs de croissance issus 

des macrophages activés (PDGF, EGF, FGF, TGF-β), le tissu de granulation s'enrichit en fibroblastes et 

en cellules endothéliales formant des néo-vaisseaux, ce qui prépare la phase de réparation (Reinke 

and Sorg, 2012). 

 
Figure 31 : Les différentes phases au cours de l’inflammation adapté de (Serhan and Petasis, 2011). PN= Polynucléaires 
Neutrophiles, sec=secondes, min=minutes. 

2.1.2.2.1.2 L’activation des cellules sur le site inflammatoire 

La phase d’amplification repose sur les effecteurs cellulaires qui, activés sur le site, génèrent 

des cytokines, des médiateurs lipidiques et des FRO qui auront des effets à courte distance, 

autocrines et paracrines, et à distance, permettant le recrutement, la modification de la matrice 

conjonctive, la phagocytose, et la défense immunitaire (Banchereau et al., 2012). 

L’activation des cellules inflammatoires a deux fonctions. La première est l’élimination du 

pathogène (FRO, protéases…). La seconde est le nettoyage du foyer par la phagocytose ou détersion. 

Cela s’appuie sur la phagocytose (polynucléaires et macrophages) ainsi que sur la mise en place 

d’une réaction immunitaire B et/ou T. 

Le Rôle des communications intercellulaires 

Les communications intercellulaires sont essentielles à la mise en place de l’inflammation. 

Elles peuvent être directes (par les contacts cellule/cellule) ou indirecte (par la production de 

médiateurs). Depuis les 10 dernières années, on reconnaît de plus en plus un rôle des formes 

alternatives de communications intercellulaires au cours du pic et de la résolution de l’inflammation 

pulmonaire (Dengler et al., 2013). La quantité de microparticules dans le sang est fortement 

augmentée au cours de l’inflammation pulmonaire. Elles sont d’origines variées : cellules 
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endothéliales, érythrocytes, plaquettes, neutrophiles. Leur rôle demeure peu clair (McVey et al., 

2012). Les microparticules issues des leucocytes ont été associées à un meilleur pronostic dans le cas 

du SDRA  (Guervilly et al., 2011). A l’inverse, les microparticules issues des érythrocytes activent le PN 

et favorisent l’inflammation (Belizaire et al., 2012). Au sein des alvéoles, les microparticules d’origine 

épithéliale seraient à l’origine de l’hyper-coagulation décrite au niveau pulmonaire, particulièrement 

au cours du SDRA (Bastarache et al., 2009). 

Un équilibre protéase/antiprotéase 

 Durant les phénomènes de chimiotactisme et de phagocytose, les leucocytes activés 

peuvent libérer des métabolites toxiques et des protéases dans l’espace extracellulaire, ce qui 

engendre des lésions tissulaires. Durant cette phase, le PN notamment peut être délétère. Afin de 

limiter les effets pro-inflammatoires de ces enzymes et donc les lésions tissulaires qui en sont 

directement issues, le sérum et les liquides extracellulaires contiennent des anti-protéases telles la 

β2-macroglobuline et l’α1-antitrypsine, synthétisées par le foie et inhibitrices de l’élastase 

neutrophilique. Un équilibre entre les protéases et anti-protéases est essentiel au contrôle de la 

réaction inflammatoire (Fischer et al., 2011).  

Les cytokines pro-inflammatoires  

Les principales cytokines pro-inflammatoires sont le TNF-α, l’IL-1β et l’IL-6 et sont 

principalement produites par les macrophages activés. Leur sécrétion est stimulée par des produits 

bactériens et des toxines, des complexes immuns, des agressions physiques. Elles activent les cellules 

immunitaires et induisent leur recrutement. Elles modulent également  les vaisseaux avec un effet 

vasoactif favorisant la diapédèse et l’afflux cellulaire.  

Le TNF-α et l’IL-6 sont synthétisés suite à l’activation de la voie NF-кB notamment par les 

TLRs. L’IL-1β quant à elle est principalement produite suite à la formation de l’inflammasome induite 

par la stimulation des NLR (Récepteurs Nod-Like). L’inflammasome aboutit à l’activation de la 

caspase-1 qui clive la pro-IL-1β (Lamkanfi, 2011). 

L’orchestration de la réponse immunitaire au niveau de la muqueuse respiratoire est 

dépendante de l’IL-17 et de l’IL-22 (Aujla et al., 2007; Sonnenberg et al., 2011). Elles sont produites 

par des sous-types de lymphocytes T. Elles modulent essentiellement la production de peptides anti-

microbiens (PAM) par les macrophages et la réparation de l’épithélium. L’IL-17 induit la production 

de métalloprotéases, et stimule la granulopoïèse comme nous l’avons vu précédemment (Jones and 

Chan, 2002). L’IL-22 dans un contexte inflammatoire induit la production par les cellules épithéliales 

de PAM, d’IL-6, qui visent la clairance rapide du pathogène (Aujla et al., 2008). 

Les médiateurs lipidiques 

 L’activation de la phospholipase A2 

Les médiateurs lipidiques pro-inflammatoires sont générés à partir des phospholipides 

membranaires grâce à la phospholipase A2 (figures 32 et 33). Elle permet la synthèse du facteur 

d’activation plaquettaire (PAF) et celle des éicosanoïdes issus du métabolisme de l’acide 

arachidonique. Leur synthèse est induite par différents processus d’activation membranaire (pontage 

d’immunoglobuline de surface, dégranulation, activation des récepteurs de cytokines…)  (Serhan, 

2007). 
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Le PAF est synthétisé par de nombreuses cellules de la réaction inflammatoire 

(polynucléaires neutrophiles et basophiles, mastocytes, monocytes-macrophages, endothélium, 

plaquettes). Ses effets sont nombreux: augmentation de la perméabilité vasculaire, agrégation des 

plaquettes, stimulation de l’attraction des leucocytes et de leur adhésion à l'endothélium...(Yost et 

al., 2010). 

 L'acide arachidonique est un acide gras formé par dénaturation des phospholipides des 

membranes cellulaires, sous l'influence de la phospholipase A2. Par exemple, l’activation des PN 

produit une hausse de calcium intracellulaire, qui entraîne une translocation majoritairement à la 

membrane nucléaire de l’enzyme cytosolique phospholipase A2 (PLA2) de type IV (Tilley et al., 2001). 

L’acide arachidonique libéré peut ainsi être utilisé par plusieurs voies métaboliques complexes, les 

métabolites intermédiaires et terminaux possédants des effets variables et parfois antagonistes au 

cours de l'inflammation (Lee et al., 2013) (figures 31 et 32). Les éicosanoïdes dérivent de l’acide 

arachidonique, élément de base de deux voies : la voie des cyclo-oxygénases (COX) formant les 

prostaglandines (PG) et la voie des lipoxygénases (LO) formant les leucotriènes (Serhan, 2007). 

 La voie de la cyclo-oxygénase 

La voie de la cyclo-oxygénase conduit principalement au thromboxane A2, à la prostacycline 

et aux prostaglandines. Le thromboxane A2 (TXA2) est un puissant agrégant plaquettaire, et un 

vasoconstricteur. Il est synthétisé par le PN, mais principalement par les plaquettes et les cellules 

endothéliales (Tilley et al., 2001). Le TXA2 est pro-inflammatoire grâce à son activation de la 

production de TNF-α et d’IL-1β par les monocytes, ses effets vasoconstricteurs, mais aucun effet sur 

les PN n’est répertorié (Tilley et al., 2001).  La prostacycline, principalement issue des cellules 

endothéliales, est un antiagrégant plaquettaire (par inhibition de la synthèse du thromboxane) et un 

vaso-dilatateur.  Enfin les prostaglandines PGD2, PGE2 et PGF2, produites par la cyclo-oxygénase 2 

principalement, ont des effets très variables selon la dose pharmacologique et le type de 

prostaglandine. Le plus souvent elles entraînent : vasodilatation, hyperperméabilité vasculaire, 

chimiotactisme, douleur, fièvre. Leurs effets sont moins rapides et plus prolongés que ceux de 

l'histamine (Lee et al., 2013). La PGE2 peut avoir des actions pro- ou anti-inflammatoires en fonction 

des conditions, de la cellule et du récepteur impliqués. Elle peut causer une hyperalgésie et une 

vasodilatation, et participer à l’extravasion des fluides provoquant l’œdème et  la fièvre, contribuant 

ainsi grandement à l’inflammation. D’un autre côté, la PGE2 peut supprimer l’activation du monocyte 

et sa production de TNF-α et d’IL-1β. Elle peut inhiber la plupart des fonctions inflammatoires des 

PN, comme le chimiotactisme et la production d’anion superoxyde, via une augmentation d’AMPc 

intracellulaire, passant probablement par les récepteurs EP2 ou EP4 (récepteurs aux prostaglandines 

E, 2 et 4) (Kalinski, 2012).  

 La voie de la lipoxygénase 

La voie de la lipoxygénase forme les leucotriènes. Le leucotriène B4 (LTB4) est produit 

principalement par le PN, mais aussi par les mastocytes, les cellules dendritiques et les macrophages 

(Tilley et al., 2001). La principale action du LTB4 sur les PN demeure l’activation, se traduisant par la 

dégranulation et la production de FRO, et la chimioattraction, ceci leur permettant de se diriger vers 

le site inflammatoire (Soehnlein and Lindbom, 2010). Deux récepteurs du LTB4 ont été décrits : BTL1 

et BTL2, tous deux exprimés par le PN (Tager and Luster, 2003). Le LTB4 est donc un puissant 
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chimioattractant du PN, mais aussi une molécule impliquée dans la bronchoconstriction et 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire. Les leucotriènes C4, D4 et E4 augmentent la 

perméabilité vasculaire. (Peters-Golden and Henderson, 2007).  

 
Figure 32 : Le métabolisme lipidique au cours de l’inflammation.  EPA= Acide eicosapentaénoïque ; DHA= acide 
docosahexaénoïque ; PAF= Platelet activating factor . 

Les radicaux libres oxygénés et nitrés 

Les radicaux libres oxygénés et nitrés participent aussi à la phase cellulaire de l’inflammation. 

Ils sont produits par la NAPDH-Oxydase, le système peroxydase (la MPO, myéloperoxydase) (cf. 

chapitre I.B.2.a)) et la NO synthase (NO : monoxyde d’azote). Ces deux systèmes enzymatiques sont 

activés par les cytokines pro-inflammatoires. Ces radicaux libres sont principalement formés lors de 

la phagocytose et sont toxiques pour l’agent infectieux (Halliwell, 2006). Cependant, ils peuvent aussi 

être agressifs pour la cellule en produisant un stress oxydant. Ils ont aussi des effets indirects et 

participent à des signaux de transduction aboutissant à l’induction de cytokines et des chimiokines 

pro inflammatoires variées. 

 Par exemple dans les monocytes, les FRO activent les canaux calciques permettant 

l’activation de ERK et la translocation de NF-кB. Il en résulte donc la production de cytokines comme 

l’IL-1β et le TNF-α, ainsi que des enzymes comme la phospholipase A2 et la cyclooxygénase 2, 

impliquées dans la synthèse des médiateurs lipidiques pro-inflammatoires (PAF, LTB4…) (Lee and 

Yang, 2012; Soehnlein and Lindbom, 2010). Les FRO sont également des médiateurs de 

l’inflammation pour les cellules présentes au niveau du site inflammatoire, modulant l’apoptose des 

cellules de leur environnement (Vogt et al., 1998), induisant une diminution des réponses 

prolifératives lymphocytaires in vivo et in vitro, augmentant la production de cytokines pro-

inflammatoires, et activant des facteurs de transcription intracellulaires ainsi que la phosphorylation 

de certaines tyrosines kinases (Carballo et al., 1999; Lee et al., 2003b). 
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Le NO a aussi des effets vasoactifs et inactive des anti protéases (dont l’α1-antitrypsine) 

(Spiridonov and Tolochko, 2008). Il semblerait qu’une boucle de rétrocontrôle existe car l’α1-

antitrypsine a été décrite récemment comme inhibant la synthèse de NO  (Chan et al., 2012). De plus, 

les effets potentiellement dangereux des FRO sont contrebalancés par des antioxydants présents 

dans le sérum, les liquides extracellulaires et les cellules.  

Tableau VI : Les principaux médiateurs de l’inflammation de la phase vasculo-exsudative et cellulaire. PAF= facteur 
d’activation plaquettaire ; NO= monoxyde d’azote. 

Phénomène Médiateurs 

Vasodilatation Histamines, kinines, protaglandines, PAF, NO 

Augmentation de la perméabilité vasculaire Histamine, bradykinine, C3a et C5a, PAF, 
leucotriènes,  thrombine 

Chimiotactisme Leucotriène B4, C5a, chimiokines, produits 
bactériens, PDF, thrombine 

Fièvre TNF-α, IL-1β, IL-6, Prostaglandine E2 

Douleur Bradykinie, prostaglandines 

Destruction (Cellules, matrice) Radicaux libres oxygénés, enzymes des lysosomes, 
NO, cytokines lymphocytaires 

2.1.2.2.2 Détersion et contrôle de la source de l’inflammation 

La phase de détersion succède progressivement à la phase vasculo-exsudative, et est 

contemporaine de la phase cellulaire. La détersion peut être comparée à un nettoyage du foyer 

lésionnel : c'est l'élimination des tissus nécrosés (issus de l'agression initiale ou du processus 

inflammatoire lui-même), des agents pathogènes et de l'exsudat. Le liquide œdémateux est drainé 

dans la circulation lymphatique et résorbé par les macrophages (par pinocytose). La phagocytose 

permet l’élimination des particules étrangères vivantes ou inertes et des débris cellulaires. Les 

phagocytes sont les PN, capables de phagocyter des bactéries et des petites particules et les 

macrophages pour les macro-particules. Dans le processus de cicatrisation, la phagocytose par les 

monocytes/macrophages de débris cellulaires issus de cellules nécrotiques permet également le 

passage d’un phénotype pro inflammatoire à anti-inflammatoire (Arnold et al., 2007; Nathan and 

Ding, 2010).  

La détersion prépare obligatoirement la phase terminale de réparation-cicatrisation. Si la 

détersion est incomplète, l'inflammation aiguë va évoluer en inflammation chronique. La détersion 

interne peut s’accompagner d’une détersion externe spontanée, comme la liquéfaction de matériel 

nécrosé (pus, caséum), ou chirurgicale. 

2.1.2.3 Une phase de résolution et de réparation 

La résolution de l’inflammation peut être divisée en une phase anti-inflammatoire visant 

l’élimination de la cause de l’inflammation et des médiateurs associés,  et une phase pro-résolutive 

permettant la reconstruction. Les éléments clefs de la résolution sont donc l’élimination du signal 

inflammatoire, la diminution des signaux de survie, la normalisation des gradients de cytokines, 

l’apoptose des PN et leur phagocytose par les macrophages, et enfin la reconstruction (Fullerton et 

al., 2013; Ortega-Gomez et al., 2013). 
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Vers une nouvelle différenciation, re cellularisation  

Un retour à l’homéostasie est possible si la cause de l’inflammation est supprimée, les 

médiateurs inflammatoires neutralisés (désensibilisation des récepteurs, clivages des cytokines par 

les protéases…), la migration arrêtée, le flot sanguin et la perméabilité vasculaire normaux et le 

granulome éliminé principalement par l’apoptose et la phagocytose. Dans ces conditions, un 

remodelage tissulaire est possible (Baum and Arpey, 2005). Nous développerons le rôle de l’apoptose 

des PN et de leur phagocytose dans le paragraphe II.B.2.c). 

La réparation tissulaire suit une détersion complète. Elle aboutit à une cicatrice si le tissu lésé 

ne peut se régénérer (par exemple un neurone ou  une cellule musculaire myocardique) ou lorsque la 

destruction tissulaire a été très importante et/ou prolongée. La réparation peut aboutir à une 

restitution intégrale du tissu. Il ne persiste alors plus aucune trace de l'agression initiale et de 

l'inflammation qui a suivi. Cette évolution très favorable est observée lors d’agression limitée, brève, 

peu destructrice dans un tissu capable de régénération cellulaire (Baum and Arpey, 2005).  

La réparation s’appuie sur différentes phases : une reconstruction ou remodelage du tissu 

matriciel, une ré-épithélialisation et une néo-vascularisation. La première étape est la reconstruction 

du tissu matriciel et la constitution d'un nouveau tissu conjonctif appelé bourgeon charnu, formé des 

leucocytes du granulome, des fibroblastes et myofibroblastes et des néo-vaisseaux sanguins dont la 

croissance est dirigée de la profondeur vers la surface de la lésion.  Les fibroblastes se différencient 

en myofibroblastes produisant du collagène et de la fibronectine. Cette étape est sous le contrôle du 

FGF (fiborblast growth factor) , PDGF (Platelet-derived growth factor ) et TGF-β (Baum and Arpey, 

2005). Le remodelage du tissu  débute alors grâce aux macrophages et aux fibroblastes contrôlés par 

des facteurs de croissance (principalement le TGF-β) et un équilibre entre synthèse et dégradation 

des protéines matricielles. Les propriétés contractiles des myofibroblastes permettent de diminuer le 

volume du bourgeon charnu. Ensuite la ré-épithélialisation se met en place dont l’acteur principal est 

le kératinocyte dans le cas d’une plaie cutanée (Baum and Arpey, 2005). La néo-vascularisation 

permet de finir la reconstruction tissulaire, régulée par des facteurs stimulateurs (tel que le VEGF, 

vascular endothelial growth factor) ou inhibiteurs (comme l’angiotensine). Une angiogénèse 

insuffisante peut entraîner une sclérose des tissus et une angiogénèse excessive faciliter une 

infection ou la progression d’une tumeur (Baum and Arpey, 2005). 

Les médiateurs contrôlant la résolution 

La réaction inflammatoire est limitée dans le temps. Les médiateurs inflammatoires ont une 

faible demi-vie ce qui permet à la résolution de l’inflammation de se mettre en place. Des systèmes 

de contrôle le permettent : les cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-β), des anti-protéases, des 

anti-radicaux libres (des antioxydants enzymatiques et le glutathion), des anti-médiateurs lipidiques 

et les glucocorticoïdes endogènes. Comme nous l’avons vu, la réaction inflammatoire a des effets sur 

le système nerveux. Elle module notamment l’axe hypothalamo-hypophysaire et par la CRH 

(corticotropin releasing hormone) induit la production de l’ACTH (adrénocorticotrophine). L’ACTH 

induit la production par les glandes surrénales de stéroïdes, dérivés du cholestérol donnant 

notamment les glucocorticoïdes endogènes comme le cortisol. 
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 Les médiateurs protéiques  

La phase anti-inflammatoire implique des cytokines comme l’IL-10, des protéines solubles 

comme l’annexine-A1, et des antagonistes de cytokines inflammatoires comme l’IL-1RA ou des 

formes solubles de récepteur. Les glucocorticoïdes endogènes peuvent aussi être impliqués dans leur 

expression. Ils favorisent l’expression et la relocalisation de l’annexine-A1 à la surface des PN et 

inhibent ainsi leur adhésion et transmigration (Perretti and Dalli, 2009). Les PN demeurent la source 

principale d’annexine-A1.  

L’IL-10, produite principalement par les lymphocytes T, nécessite pour sa synthèse deux 

signaux. Le premier peut être des complexes immuns, des prostaglandines, ou encore des cellules 

apoptotiques. Le second est un ligand des TLR-2, -4 , -5 (selon  le type cellulaire). La production de 

l’IL-10 peut donc être induite après le pic inflammatoire (Mosser and Zhang, 2008; Nathan and Ding, 

2010). L’IL-4 et l’IL-10 jouent des rôles anti-inflammatoires en limitant notamment la production des 

cytokines pro-inflammatoires par le macrophage. Par exemple, une diminution des concentrations 

d’IL-10 dans les liquides broncho-alvéolaires (LBA) de patients souffrant de SDRA est associée à un 

mauvais pronostic, sans doute en raison d’une inflammation excessive (Armstrong and Millar, 1997). 

Dernièrement, de nouvelles cytokines semblent aussi jouer un rôle anti-inflammatoire : l’IL-

27, l’IL-35 et l’IL-37 (Banchereau et al., 2012). L’IL-27 favorise une réponse Th-1 et supprime le 

développement Th-17. Cette cytokine induit la production d’IL-10 par les lymphocytes T. L’IL-35 est 

produite par les lymphocytes Treg et induit leur différenciation (Banchereau et al., 2012). L’IL-37 

diminue l’inflammation dans plusieurs modèles murins (Bulau et al., 2011; McNamee et al., 2011). 

L’IL-37 diminue la production de cytokines pro inflammatoires par des macrophages traités par le LPS 

(Bulau et al., 2011). Le rôle de ces cytokines commence à être exploré, mais elles semblent participer 

au contrôle de la mise en place d’une réponse T favorisant la résolution de l’inflammation.  

Le remodelage tissulaire est sous le contrôle d’hormones de croissance. Le FGH, PDGH, VEGF 

et TGF-β orientent la différenciation cellulaire et la prolifération et contrôlent ainsi la résolution de 

l’inflammation (Baum and Arpey, 2005; Reinke and Sorg, 2012).  

 Les médiateurs lipidiques  

Changement du métabolisme lipidique 

Des médiateurs lipidiques de la résolution sont produits notamment par le PN, tels que la 

lipoxine A4 (LXA4). En effet, l’inflammation est un phénomène actif avec un changement de classe 

des précurseurs lipidiques, des omégas 6 (l’acide arachidonique) aux omégas 3 (EPA, acide 

eicosapentaénoique ou DHA, acide docosahexaénoique) au moment de la résolution. L’accumulation 

notamment de certaines prostaglandines (PGE2 er PGD2) sur le site inflammatoire serait à l’origine 

de ce retournement de situation et nécessaire pour l’initiation de la résolution de l’inflammation et 

le switch dans la synthèse des lipides (El Kebir and Filep, 2010). Ce sont les mêmes enzymes 

(phospholipase A2, cyclo-oxygénases et lipo-oxygénase) qui transforment les acides gras 

polyinsaturés en médiateurs pro-inflammatoires ou pro-résolution. Il y a donc une compétition de 

l’utilisation de ces enzymes pour l’une ou l’autre des voies. 

 Les nouveaux médiateurs lipidiques synthétisés sont les lipoxines (issues de l’acide 

arachidonique), les résolvines des séries E (issues du EPA) et D (issues du DHA), les protectines (issues 

du DHA) et les marésines (issues du DHA principalement dans les macrophages) (figure 33) (Serhan 
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and Petasis, 2011). La synthèse des protectines et des résolvines est induite par l’acétylation des 

précurseurs omégas 3 (DHA et EPA) par la cyclo-oxygénase 2. Leur production est d’ailleurs favorisée 

par l’acide acétyl salicylique qui induit l’acétylation de cette enzyme (Serhan, 2007). Leur rôle est 

établi et confirmé en clinique humaine et dans de nombreux modèles animaux (Serhan, 2007).  

 
Figure 33: Synthèse des médiateurs lipidiques (Serhan and Petasis, 2011)  

Les lipoxines, dérivées  des omégas 6 

Les lipoxines ont été découvertes dans les années 1980 par Samuelsson. Leur synthèse peut 

être induite suite à des contacts cellule/cellule, comme l’adhésion des plaquettes aux PN (Serhan, 

2007), mais aussi par les prostaglandines PGE2 et PGD2. Les prostaglandines favorisent la synthèse 

de la lipoxine au détriment de celle du leucotriène B4 par la 15-lipoxygénase (Serhan, 2007). Les 

lipoxines inhibent le recrutement des PN (par phosphorylation du cytosquelette) et favorisent le 

recrutement de monocytes non phlogistiques et des macrophages, ainsi que la phagocytose des PN 

apoptotiques par les macrophages  (Serhan, 2011). Les lipoxines diminuent également la 

perméabilité vasculaire (El Kebir et al., 2009). La lipoxine A4 diminue  l’activité du PN  par une baisse 

de l’expression de CD11b (Hashimoto et al., 2007), de la production de FRO et une inhibition de 

l’activité de NF-кB (Soehnlein and Lindbom, 2010). La lipoxine A4 inhibe également la migration des 

cellules dendritiques ainsi que leur production d’IL-12 (Serhan, 2007) (figure 34). 

 
Figure 34 : Les différents effets de la lipoxine A4 sur le PN (adapté de (El Kebir and Filep, 2013) 
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Les résolvines, protectines et marésines, dérivées des omégas 3 

Une analyse systémique des médiateurs lipidiques générés dans des exsudats 

inflammatoires, a permis de mettre en évidence trois nouvelles classes de molécules anti-

inflammatoires : les protectines, les résolvines et les marésines. (Norling and Serhan, 2010). 

Les résolvines limitent le recrutement des PN. La résolvine D2 par exemple inhibe 

l’adhérence des PN aux cellules endothéliales activées  et diminue la production par ces mêmes 

cellules d’oxyde nitrique (Spite et al., 2009). L’utilisation de la résolvine D2 a permis de réduire la 

mortalité dans un modèle murin de sepsis par diminution de la migration des PN et réduction de la 

production excessive des cytokines et activation de la phagocytose par les macrophages (Spite et al., 

2009). La résolvine D2 limite aussi le recrutement des PN dans un modèle de péritonite (Norling et 

al., 2012). Le résolvine E1 interagit avec la chimérine ChemR23, bloque la signalisation de ce 

récepteur et limite ainsi le recrutement des macrophages et des cellules dendritiques (Oh et al., 

2011).  Les résolvines limitent aussi leur activation. La résolvine E1 se fixe sur le récepteur du 

leucotriène B4, BTL-1, et empêche ainsi l’activation du PN et son recrutement (Arita et al., 2007). 

Cela a été montré in vivo dans un modèle de péritonite développé chez des souris déficientes pour 

BTL1 (Arita et al., 2007).  Les résolvines D1 et E1 empêchent également l’activation du PN en inhibant  

notamment la polymérisation de l’actine (Serhan et al., 2008). La résolvine E1 favorise l’apoptose des 

PN et accélère la résolution de l’inflammation pulmonaire en augmentant l’activation des caspases 

dans deux modèles, l’inflammation induite par instillation de Escherichia Coli ou avec du 

carraghénane (El Kebir et al., 2012). La résolvine E2 augmente la phagocytose des PN apoptotiques 

par les macrophages et limite la production de cytokines pro-inflammatoires (Oh et al., 2012). Les 

résolvines, particulièrement la résolvine E1, favorisent la sensibilité du PN à la lipoxine A4 en 

induisant la synthèse de son récepteur (Maderna and Godson, 2009). Enfin, les résolvines E1, D1 et 

les protectines augmentent l’expression de CCR5 par les PN apoptotiques ce qui piège CCL-3 et CCL-

5, limitant ainsi le recrutement d’autres leucocytes (Serhan and Petasis, 2011). 

Les résolvines, particulièrement la résolvine D1, semblent également induire l’expression des 

miRNA favorisant la résolution, tels que mir-21, miR-146b, miR-208a, and miR-219, notamment en 

ciblant la voie NF-кB. Cela été montré dans un modèle murin où l’inflammation est induite par le 

zymosan  (Recchiuti et al., 2011; Recchiuti and Serhan, 2012). Récemment les résolvines ont 

également été décrites comme diminuant la douleur au cours des phénomènes inflammatoires par 

leurs effets sur le système nerveux central (Ji et al., 2011).  

Les protectines sont une famille plus restreinte. Elle comprend la protectine D1 (PD1), et une 

forme exprimé exclusivement dans le système nerveux central, la neuro protectine D1 (NPD1). Les 

protectines ont des fonctions redondantes par rapport aux résolvines. Elles diminuent notamment le 

recrutement des PN et favorisent la résolution de l’inflammation dans un modèle de péritonite 

(Serhan, 2007) 

Les marésines constituent les derniers médiateurs lipidiques découverts. Elles sont produites 

à partir de DHA principalement par le macrophage activé par la lipoxygénase. Elles exercent les 

mêmes rôles que les résolvines et protectines : induire la phagocytose des PN apoptotiques par le 
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macrophage et limiter le recrutement des PN en faveur de celui des macrophages (Serhan et al., 

2009). 

Rôle des anti-inflammatoires stéroïdiens et non stéroïdiens 

Les anti-inflammatoires stéroïdiens inhibent les enzymes impliquées dans le métabolisme 

lipidique et limitent donc la synthèse de médiateurs de la résolution. Les GCs inhibent la cyclo-

oxygénase 2 en inhibant NF-кB (Malcher-Lopes and Buzzi, 2009). De plus, les GCs par le biais de 

l’annexine-A1, inhibent la phospholipase A2 (Parente and Solito, 2004).  

Les anti-inflammatoires non-stéroïdiens (AINS comme l’aspirine) inhibent les cyclo-

oxygénases 1 et 2. Des AINS spécifiques de la cyclo-oxygénase 2, responsable de la synthèse des 

éicosanoïdes, sont en cours de développement (Serhan, 2011), ce qui permettrait de ne pas modifier 

la synthèse des médiateurs lipidiques de la résolution, comme les lipoxines, les résolvines D et les 

protectines.  

Rôle émergent  des microRNAs 

Des boucles de contrôle négatif de l’inflammation, notamment pulmonaire, impliquant des 

micro-RNA (miRNA) ont été décrites. Un profil d’expression de miRNA a été décrit dans des 

pathologies pulmonaires comme la mucoviscidose, la BPCO et l’asthme, traduisant une dérégulation 

de l’inflammation. Par exemple dans la BPCO, l’expression de 23 miRNAs est diminuée comme miR-

30, miR-146, miR-155, alors que 5 sont augmentés comme miR-494. Ces dérégulations aboutissent à 

l’activation de la voie NF-кB en modulant la signalisation sous le TLR-4. Mieux comprendre leur 

régulation ouvrira sans doute à l’avenir de nouvelles cibles thérapeutiques (Oglesby et al., 2010). 

2.1.2.4 La  « non résolution », vers la fibrose ou le cancer 

La « non résolution » de l’inflammation contribue significativement à la pathogénicité de 

certaines maladies à composantes inflammatoires, en participant à leur chronicité. Cela a été décrit 

dans l’obésité, le cancer, l’athérosclérose, la BPCO, l’asthme, la polyarthrite rhumatoïde ou encore 

des maladies neuro dégénératives. (Nathan and Ding, 2010). 

La fibrose peut découler d’une non-résolution et d’une inflammation chronique. Elle est liée 

à une accumulation de molécules dans la matrice extracellulaire, principalement du collagène. Celui-

ci est issu des cellules épithéliales activées et des fibroblastes (Hinz and Gabbiani, 2010). Les 

fibroblastes sont des cellules de soutien du tissu conjonctif à l’origine notamment de la production 

du collagène de la MEC. On distingue les fibrocytes, qui ont une mobilité réduite, des 

myofibroblastes qui possèdent en plus d’un réseau de filaments d’actines, un réseau de myosine. De 

nombreuses cytokines attirent les fibrocytes sur le site inflammatoire où le TGF-β induit leur 

différenciation. Les agonistes des TLR activent les fibroblastes directement ainsi que des cytokines 

comme l’IL-13, l’IL-4, l’IL-6 et l’IL-21 (Nathan and Ding, 2010). La fibrose est une réponse très 

conservée à une inflammation répétée et aboutit un désordre de l’architecture du tissu et à une 

perte des fonctions de l’organe. Des thérapies visant le fibroblaste ont été développées, cherchant à 

contrôler sa différenciation (Friedman et al., 2013). Les cellules précurseurs des fibroblastes sont 

donc des cibles thérapeutiques. Dernièrement le péricyte, cellule de la lame basale de 

l’endothélium des capillaires, a été mis en avant comme le progéniteur majeur des myofibroblastes 

dans de nombreux organes comme le poumon (Greenhalgh et al., 2013). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Lame_basale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Endoth%C3%A9lium
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L’inflammation chronique a également été associée à une augmentation du risque de cancer 

(Lee et al., 2013). En effet une inflammation excessive, excès de FRO, de cytokines et lipides pro-

inflammatoires, peut causer des dommages à l’ADN, des instabilités génétiques, des dérégulations 

épigénétiques ou encore des perturbations de la signalisation cellulaire. Tous ces événements 

peuvent participer à la transformation et la tumorigénèse.  Dans un modèle murin de cancer du 

colon, un traitement avec des omégas 3, précurseurs des résolvines et protectines, protège de la 

tumorigénèse (Nowak et al., 2007). Cela laisse entrevoir de nouvelles stratégies thérapeutiques anti 

cancéreuses. 

L’effet inverse est également possible : une hyper résolution peut rendre l’hôte tolérant au 

développement de nouvelles infections notamment. Cela a été décrit dans le cas du sepsis et 

s’expliquerait par une dérégulation et une hyper production de médiateurs de la résolution comme 

les résolvines (Fullerton et al., 2013). Un nombre plus important de lymphocytes T régulateurs a par 

exemple été retrouvé dans la circulation de patients en choc septique (Monneret et al., 2003).  

Tableau VII : Les principaux médiateurs de l’inflammation (pro- en rouge et anti- en bleu). Les prostaglandines sont 
figurées en violet car elles sont essentielles au switch du métabolisme lipidique, même si elles ont initialement des effets 
pro-inflammatoires. MMP=métalloprotéase matricielle; FRO= formes réactives de l’oxygène ; MPO=myélopéroxydase ; 
NO= monoxyde d’azote ; PAF=facteur d’activation plaquettaire 

Principaux médiateurs Fonction Exemples 

Amines vasoactives ↗la perméabilité vasculaire 
↗l’œdème 

Histamine (mastocytes) 
Sérotonine (plaquettes) 

Protéases plasmatiques 
Complément, Coagulation, Kinine 

↗ le caillot  
↗ la vasodilatation  
↗la bronchoconstriction  

C5a, C3a 
Fibrine 
Bradykinine 

Protéases cellulaires ↗la migration 
Equilibre entre inflammation et 
résolution (inhibiteur de protéases 

Sérines protéases (granzim B…) 
MMP 
Serpins 

Cytokines ↗ ou ↘le recrutement des 
PN/monocytes 
↗ ou ↘ les cytokines pro-
inflammatoire 

Pro Inflammatoire  
TNF-α , IL1-β, IL-6 
Anti Inflammatoire  
IL-10, TGF-β, IL-1RA 

Lipides ↗ ou ↘ le recrutement des 
PN/monocytes 
↗ ou ↘ des cytokines pro-
inflammatoire 

PAF 
Eicosanoides (Leucotriènes et 
Prostaglandines) 
Lipoxines 
Résolvines et protectines 

Radicaux libres oxygénés, nitrés Bactéricide et toxicité tissulaire 
↗la vasodilatation (NO) 

Système NADPH : FRO 
Système peroxydase : MPO 
Système NO syntase : NO 

Aux 19ème et 20ème siècles, les stratégies thérapeutiques visaient à diminuer les signaux 

pro-inflammatoires. Dans le futur, nous chercherons sans doute à promouvoir la résolution de 

l’inflammation (Serhan, 2011). Nous allons nous concentrer  plus particulièrement, sur le rôle central 

que remplit le PN au cours de l’inflammation, et particulièrement lors de la résolution. 



Introduction – Inflammation 

82 
 

2.2 Le PN, chef d’orchestre de l’inflammation 

2.2.1 Observations cliniques du rôle du PN 

L’absence ou la persistance du PN a été décrite au cours du processus inflammatoire, 

soulignant le rôle clef que joue le PN dans l’inflammation (Fullerton et al., 2013). L’élimination du PN 

est essentielle à l’homéostasie cellulaire mais aussi à la résolution de l’inflammation (Fullerton et al., 

2013). 

Une augmentation de la survie des PN a été décrite dans de nombreuses pathologies 

inflammatoires, comme le sepsis, la pneumopathie, le SDRA (syndrome de détresse respiratoire 

aiguë) ou la BPCO (Zhang et al., 2012). Ce défaut d’apoptose est généralement associé à un mauvais 

pronostic dans ces pathologies (El Kebir and Filep, 2010). Les PN jouent un rôle important dans le 

sepsis, le choc septique et dans les manifestations systémiques pouvant en découler, comme le 

SDRA. Il est reconnu que les PN sont hyper activés au cours du sepsis, ce qui aboutit à un 

recrutement anormal des PN et à leur accumulation. Ce déséquilibre est lié à la prolongation de la 

survie du PN. Dans le cas du SDRA, des forts taux de GM-CSF circulants seraient impliqués dans le 

défaut d’apoptose (El Kebir and Filep, 2010). 

La situation inverse a également été décrite, une apoptose trop rapide des PN étant 

également délétère. Cela a été décrit dans le cas d’une infection liée à Pseudomonas aeruginosa, où 

la pyocyanine induit une apoptose accélérée (Allen et al., 2005), dans le cas de la vascularite ANCA 

(auto-neutrophilic cytoplasmic antibody) (Harper et al., 2001) et du lupus (Ren et al., 2003). 

2.2.2 Le PN, un agent double  au cœur de la résolution 

Pour revue, (Soehnlein and Lindbom, 2010)  

Le PN par ses fonctions et ses médiateurs protéiques et lipidiques est impliqué dans la mise 

en place de l’inflammation, mais aussi dans la résolution (figure 35). Les stratégies anti-

inflammatoires développées aujourd’hui  ne cherchent pas à éliminer les PN en tant que tels. En 

effet, limiter les dommages tissulaires liés aux PN augmente aussi le risque d’infection (Nathan, 

2006). Pour reconstruire, il faut donc accepter la démolition, le premier pas vers la réparation étant 

l’élimination des microorganismes. 

Le PN, comme nous l’avons vu, porte la mise en place de la réponse inflammatoire, mais 

également la résolution. Nous allons tout d’abord nous intéresser au recrutement du PN, puis à son 

rôle dans la réparation tissulaire. Nous nous focaliserons ensuite sur l’apoptose du PN.  
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Figure 35 : Les PN et l’inflammation, schéma global du processus cellulaire du pic inflammatoire (en rouge) à la phase de 
résolution (vert). Au départ, les cellules résidentes (principalement les macrophages) sentent les signaux de danger et 
libèrent des molécules qui attirent les neutrophiles. La résolution est initiée quand les neutrophiles deviennent 
apoptotiques, car ils libèrent alors des signaux limitant le recrutement d’autres neutrophiles et favorisant leur phagocytose 
(signaux « eat me »). L’ingestion de neutrophiles apoptotiques change le phénotype du macrophage qui devient pro 
résolutif et favorise le retour à l’homéostasie tissulaire (adapté de (Ortega-Gomez et al., 2013)). 

2.2.2.1 Le PN, première  cellule recrutée lors  de la mise en place de 

l’inflammation 

Le PN, un danger pour son environnement 

Comme nous l’avons vu, les PN constituent le premier type cellulaire recruté au cours de la 

phase d’amplification de l’inflammation. Ils sont à l’origine de nombreuses cytokines pro-

inflammatoires et de chimiokines comme nous l’avons vu en détail dans le chapitre I.B.3.a). Ils sont 

ainsi responsables de l’amplification de la réponse cellulaire en favorisant notamment le recrutement 

des monocytes/macrophages. Mais le PN agit également par ses protéases granulaires (figure 36). 
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Figure 36 : Les sérines protéases du neutrophile, des modulateurs de l’inflammation adapté de (Pham, 2006). 

 Modification de chimiokines et de cytokines 

Les sérines protéases du PN participent à l’inflammation. Elles produisent des médiateurs pro 

inflammatoires.  La protéinase 3 clive le pro-IL-1β et l’IL-32. La protéinase 3 et l’élastase détruisent 

des signaux anti-inflammatoires comme les progranulines. Elles modulent également des 

chimiokines, comme CXCL-12 (SDF-1) clivée par l’élastase. L’IL-8 est inactivée par la cathepsine G et 

l’élastase, alors qu’elle est rendue plus active par la protéinase 3.  La cathepsine G et l’élastase 

peuvent cliver l’IL-33 et l’activer (Lefrancais et al., 2012). La MMP9 issue du PN clive CXCL-1 et l’IL-8 

et augmente leur activité, de même que la MMP8 issue du macrophage clive l’IL-5 et l’IL-8. Ces 

mécanismes permettent principalement d’amplifier l’extravasion des PN (Soehnlein and Lindbom, 

2010). Les enzymes  du PN peuvent activer directement les protéines du complément C3 et C5, 

produisant notamment ainsi du C5a, ce qui contribue à un auto entretien de la migration des 

polynucléaires neutrophiles.  

 Activation de récepteurs et des protéines membranaires 

Les protéines granulaires modulent également la production des cytokines et de chimiokines 

par d’autres cellules : la protéinase 3 induit la production de CCL-2 par les cellules endothéliales et 

l’azurocidine induit la production de CCL-3 par les monocytes et les macrophages (Soehnlein and 

Lindbom, 2010). Des patients présentant une déficience pour les granulations spécifiques ont un 

défaut de recrutement des monocytes, ce qui souligne l’importance des protéines granulaires dans 

ce phénomène (Soehnlein and Lindbom, 2010). L’azurocidine est impliquée dans la formation de 

l’œdème en modulant la perméabilité vasculaire (Soehnlein and Lindbom, 2010). Enfin l’élastase et la 

cathepsine G peuvent moduler des récepteurs de surface. L’élastase par exemple active le TLR-4 

(Kessenbrock et al., 2011; Pham, 2006). L’élastase est ainsi capable d’induire la production au niveau 

pulmonaire, particulièrement par les macrophages, du TNF-α, de CXCL-2 et de l’IL-6, via un 

mécanisme dépendant du TLR-4 (Benabid et al., 2012). 

Les protéines granulaires, comme l’azurocidine ou la cathélicidine LL-37, favorisent 

l’extravasion des monocytes en augmentant l’expression des molécules d’adhésion des cellules 

endothéliales (Soehnlein and Lindbom, 2010).  

Limiter le recrutement du PN  

La plupart des médiateurs anti-inflammatoires modulent le recrutement du PN. C’est le cas 

des médiateurs lipidiques (lipoxines, résolvines et protectines) comme nous l’avons vu (Serhan, 

2007). En particulier la LXA4 inhibe le recrutement des PN dépendant du FPR1 (récepteur au fMLP) 
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en diminuant l’expression de CD11b/CD18, mais favorise le recrutement des monocytes et la 

phagocytose des PN apoptotiques par le macrophage. La LXA4 induit des modulations de la 

phosphorylation du cytosquelette du PN et module ainsi sa locomotion (Serhan et al., 2008). La 

prostaglandine D2 (PGD2) limite le recrutement des PN au cours du sepsis (Ishii et al., 2012). Ceci 

confirme le rôle double des prostaglandines, pro puis anti inflammatoires. 

De plus en plus de molécules modulant le recrutement du PN sont découvertes (tableau VIII). 

La Nétrine-1 (neuronal guidance molecule) en est un exemple. Exprimée par les cellules 

endothéliales, elle limite l’infiltration du PN dans des modèles murins de colite (Aherne et al., 2012) 

et d’inflammation non infectieuse (Rosenberger et al., 2009). La Pentraxine 3, synthétisée 

notamment par le PN suite à des stimuli pro inflammatoires, limite le recrutement des PN en se liant 

aux P-sélectines (Deban et al., 2010; Savchenko et al., 2011). Le LTF (Iron-binding glycoprotein 

lactoferrin), libéré par les cellules apoptotiques, inhibe le recrutement des PN et appartient aux 

signaux “stay away” (Bournazou et al., 2009). Les SLPI (secretory leucocyte protease inhibitor), en 

inhibant le dégradation des progranulines, limitent la production d’IL-8 par les cellules endothéliales 

et ainsi le recrutement des PN (Nathan and Ding, 2010). 

Récemment un nouveau rôle du récepteur C5a a été décrit dans le PN. Il n’est pas seulement 

impliqué dans la phagocytose et le recrutement des PN en liant le C5a. Il reconnaît aussi la protéine 

ribosomale S19 (RP S19), produite par les cellules apoptotiques. Cette fixation induirait une 

diminution du recrutement des PN et leur apoptose (Nishiura, 2013).  

L’importance d’ADAM17 dans le recrutement des PN au cours de l’inflammation pulmonaire 

a été décrite récemment. Il s’agit d’une métalloprotéase transmembranaire qui clive des protéines 

de surface et désensibilise ainsi le PN. Le recrutement était nettement diminué suite à une inhalation 

de LPS chez des souris KO pour cette protéine. Cibler cette protéine pourrait donc représenter un axe 

thérapeutique afin de diminuer le recrutement de PN au cours de l’inflammation pulmonaire (Arndt 

et al., 2011). 

La cytokine anti inflammatoire clef demeure l’IL-10. Le traitement par l‘IL-10 dans des 

modèles murins limite l’inflammation en diminuant notamment le recrutement des PN. Il y a ainsi un 

plus faible recrutement des PN au niveau des organes. Des souris KO pour l’IL-10 développent des 

inflammations plus massives avec notamment un afflux plus important des PN (Shanley et al., 2000). 

L’IL-10 s’oppose à l’induction du TNF-α et de l’IL-8 dans le PN, préalablement traité au LPS (Rossato 

et al., 2007). L’IL-10 empêche aussi la production de FRO induite par le GM-CSF en limitant la 

phosphorylation de la p47phox par ERK (Dang et al., 2006). Le LPS prépare le PN à être sensible à l’IL-10 

(Cassatella et al., 2005) en induisant la synthèse de l’IL-10R1, initialement non exprimé par le PN. La 

signalisation sous l’IL-10, en particulier STAT-3, permet aussi la fixation de NF-κB activé par le LPS au 

promoteur du gène  de l’il-1ra (Tamassia et al., 2010).  

Tableau VIII : Les molécules modulant le recrutement du PN. LTF=Iron-binding glycoprotein lactoferrine, LXA4=lipoxine 
A4, SLPI= secretory leococyte protease inhibitor; RP S19= protein ribosomale S19.  

Limiter le recrutement du PN 

IL-10 Pentraxine-3 LTF Nétrine 1 PGD2 LXA4  Résolvines Protectines SLPI RP S19 
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2.2.2.2 Le PN, acteur de la réparation tissulaire 

Le PN participe à la résolution de l’inflammation et à la réparation tissulaire. Ceci s’appuie 

dans un premier temps sur les capacités de phagocytose du PN qui lui permettent d’éliminer les 

cellules mortes et les bactéries (Fournier and Parkos, 2012). Les protéases du PN sont également 

importantes dans ce phénomène. En effet, la MMP9 est capable de dégrader les DAMPs produits au 

cours de l’inflammation comme HMGB1 (Cauwe et al., 2009). HMGB1 au-delà d’être un signal de 

danger activant le PN par les TLR4, limite la phagocytose par le macrophage du PN apoptotique en se 

liant avec les phosphatidylsérines (PS) (Liu et al., 2008). 

Les PN contribuent aussi à la reconstitution tissulaire et particulièrement à l’angiogénèse. En 

effet ils produisent et stockent des molécules pro angiogéniques comme le facteur endothélial 

vasculaire A (VEGF-A)  (Christoffersson et al., 2012; Gaudry et al., 1997) et la métalloprotéase-9 

MMP-9 (Ardi et al., 2007). La MMP-9 est capable de libérer le VEGF-9 piégé dans la matrice 

extracellulaire (Ardi et al., 2007) et d’activer le VEGF (Christoffersson et al., 2012). Cette molécule est 

un acteur-clef dans la formation des vaisseaux sanguins, mais elle est aussi impliquée dans 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire et le recrutement des PN (Ancelin et al., 2004). La 

capacité pro-angiogénique du PN a été illustrée dans un modèle murin de lésion de la cornée, où le 

nombre de PN infiltrés est corrélé à la quantité de VEGF et à l’angiogénèse (Gong and Koh, 2010). 

Une autre étude montre que chez des souris neutropéniques, des îlots pancréatiques transplantés 

dans du muscle ne se revascularisent pas (Christoffersson et al., 2010), ce qui suggère que les PN 

recrutés sont essentiels également dans la phase d’angiogénèse. De plus le PN apoptotique libère 

des signaux « find me » qui vont attirer le monocyte. Ils favorisent leur propre élimination et ainsi 

contribuent à la résolution de l’inflammation et à la réparation tissulaire (Soehnlein and Lindbom, 

2010).  

 Le PN produit également des inhibiteurs dirigés contre les protéases qu’il contient. Les 

facteurs anti-inflammatoires comme les SLPI (issus des PN, des cellules épithéliales et des 

macrophages) sont un exemple (Jin et al., 1997). Les SLPI empêchent l’activation du PN par le TNF-α 

et inhibent notamment l’élastase, limitant ainsi les dommages tissulaires. Les SLPI et les 

progranulines, appelés aussi PEPI (Promoting cytokine proepithelin), issues des cellules endothéliales 

et des macrophages,  inhibent l’activation du PN  (Zhu et al., 2002). Les SLPI préviennent également 

la dégradation des progranulines en granulines et limitent ainsi la production d’IL-8 par les cellules 

épithéliales, ce qui réduit le recrutement du PN (Nathan and Ding, 2010). 

Enfin, l’HGF (Hepatocyte Growth Factor), produit par le PN, est connu pour sa capacité de 

régénération tissulaire. Par exemple, au cours de l’hépatite aiguë, il existe une corrélation entre la 

libération d’HGF et l’infiltration hépatique par des PN, ce qui suggère l’implication de ces cellules 

dans la produ tion de cette cytokine et la reconstitution hépatique au cours de cette pathologie 

sévère (Grenier et al., 2002; Taieb et al., 2002). 

Cependant, le PN produit  également de grandes quantités d’activine-A, membre de la 

famille du TGF-β, ce qui perturbe la réparation tissulaire et peut favoriser la fibrose tissulaire (Sideras 

et al., 2013). 
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2.2.2.3 Induire l’apoptose du PN, au cœur de la résolution 

Baisse des capacités pro-inflammatoires du PN lors de l’apoptose 

Les PN meurent par apoptose de manière spontanée en absence d’inflammation, mais 

également au cours de la résolution de l’inflammation. Les mécanismes à l’origine de l’apoptose du 

PN, en dépit de la présence de facteurs de survie, ne sont pas bien compris. Un PN apoptotique est 

incapable de réaliser les fonctions comme le chimiotactisme, la dégranulation, l’adhérence, la 

phagocytose ou l’explosion oxydative (Haslett et al., 1994). En effet, l’expression de certains 

récepteurs est diminuée (CD16, CD15, CD32), leur signalisation perturbée (Maianski et al., 2004) et le 

flux calcique réduit (Ayub and Hallett, 2004). Le PN apoptotique possède donc un phénotype 

particulier. 

L’apoptose du PN est associée à une diminution de l’expression des membres de la 

superfamille des immunoglobulines (PECAM=CD31, ICAM-3= CD50, CD66a/b, CD63, CD87) et des 

récepteurs de surface (CD15, CD16, FCγRII=CD32, CR1=CD35, C5aR=CD88, TNF-R=CD120b, CD11b, 

CD62L) (Beinert et al., 2000; Hart et al., 2000; Homburg et al., 1995). L’absence d’expression de 

CD68, exprimé uniquement dans les granules azurophiles, laisse penser que la dégranulation ne peut 

pas voir lieu au cours de l’apoptose. L’inflammation est ainsi limitée, un PN apoptotique ne pouvant 

pas déverser ses granulations (Haslett, 1999). 

Des molécules clefs dans la réponse inflammatoire, comme les récepteurs de l’IL-8, CXCR-1 et 

CXCR-2, ont une expression diminuée durant la phase initiale de l’apoptose (Kobayashi et al., 2002b). 

L’apoptose  s’accompagne aussi du clivage de la L-sélectine, lié à une augmentation de l’expression 

d’ADAM17 (Li et al., 2006; Walcheck et al., 2006). ADAM17 est une métalloprotéase 

transmembranaire qui clive des protéines de surface et désensibilise ainsi le PN. Elle est induite de 

manière concomitante à l’apoptose résultant de l’activation des récepteurs de mort (Wang et al., 

2011). Elle clive également le récepteur soluble à l’IL-6, ce qui favorise le recrutement des monocytes 

qui élimineront les PN apoptotiques (Chalaris et al., 2007). L’axe IL-6 est essentiel à la résolution de 

l’inflammation. En effet, des souris KO pour l’IL-6 présentent un défaut de recrutement des 

monocytes dans un modèle d’inflammation induite par du carraghénane (Hurst et al., 2001; Rabe et 

al., 2008).  

Les médiateurs lipidiques de la résolution modifient le phénotype du PN. La lipoxine A4, les 

résolvines E1 et D1 augmentent l’expression de CCR-5 par les PN apoptotiques, qui piège MIP-1α et 

RANTES et limite ainsi le recrutement  d’autres cellules comme les LT et les PN (Ariel et al., 2006). Le 

PN apoptotique exprime également l’IL-1RA et le récepteur de l’IL-1 « decoy » de type II (IL-1RII). Ces 

deux éléments vont se lier avec l’IL-1β et empêcher son interaction avec son récepteur (Bourke et al., 

2003). 

Elimination des PN par les macrophages 

Pour revue, (Brown and Neher, 2012; Guzik and Potempa, 2008). 

La phagocytose des PN en apoptose a été observée pour la première fois par Elie Metcnikoff 

au 19ème siècle (Kennedy and DeLeo, 2009). Les macrophages éliminent par phagocytose chez un 

adulte sain 1011 PN apoptotiques tous les jours (Guzik and Potempa, 2008), soit 500 000 à 1000 000 

PN/seconde (Brown and Neher, 2012). Un PN phagocyté peut être considéré comme mourant par  
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« phagoptose ». Lorsque la phagocytose d’un PN apoptotique n’a pas lieu, le PN meurt par nécrose et 

cela participe à l’inflammation (Bordon et al., 2013). 

 Signes distinctifs du PN apoptotique 

Le neutrophile meurt, comme nous l’avons vu précédemment, par un procédé de mort 

programmée, l’apoptose, qui induit l’expression de molécules spécifiques permettant la 

reconnaissance du PN apoptotique par le macrophage, notamment les phosphatidylsérines (PS), le 

premier signal « eat me ». En effet, une cellule apoptotique exprime des signaux « find me », « eat 

me » et réprime les signaux « don’t eat me » exprimés par les cellules vivantes, comme le CD31, 

CD47 et PAI-1 (plaminogen activator inhibitor-1) (Brown and Neher, 2012; Nathan and Ding, 2010). 

La signalisation sous le récepteur CD31 permet de faire la distinction entre les cellules vivantes et en 

apoptose (Brown et al., 2002). Le macrophage reconnaît ainsi des ACAMPs ou « Apoptotic Cell-

associated Molecular Patterns ». La production de FRO peut permettre par un mécanisme 

indépendant des caspases l’externalisation des PS et ainsi l’élimination des PN activés (Sanmun et al., 

2009). L’externalisation des PS est ainsi généralement associée à l’entrée en apoptose des cellules 

résultant d’une augmentation en calcium intracellulaire, d’une déplétion en ATP ou d’un stress 

oxydant (Brown and Neher, 2012). Cependant elle peut avoir lieu de manière réversible comme par 

exemple en présence de galectines, et est dans ce cas indépendante de l’apoptose (Stowell et al., 

2009). 

D’autres molécules comme la calréticuline (CRT) sont impliquées dans la reconnaissance du 

PN apoptotique (Gardai et al., 2005; Scannell et al., 2007). La calréticuline, un deuxième signal « eat-

me »,  interagirait avec le CD91 ou LRP (LDL-receptor-related-protein) des macrophages (Gardai et 

al., 2005). La protéinase 3, exprimée à la membrane du PN, empêche la reconnaissance de la 

calréticuline par le macrophage et limite ainsi la phagocytose. Cela a été décrit dans des cas de 

granulomatose (Gabillet et al., 2012). 

L’annexine-A1, aussi appelée lipocortine, est localisée dans le cytoplasme des neutrophiles 

non stimulés. Environ 60% de l’annexine-A1 est contenu dans les granulations à gélatinase (Perretti 

and D'Acquisto, 2009). Après leur activation, notamment suite à l’adhésion à l’endothélium, les PN 

sécrètent l’annexine-A1 qui est présente dans l’environnement sous sa forme native ou clivée 

(Perretti and D'Acquisto, 2009). Les propriétés anti-inflammatoires de l’annexine-A1 ont été 

largement décrites. L’annexine-A1 pourrait fonctionner comme un signal « eat-me » indépendant des 

PS, en se fixant sur le récepteur de la lipoxine A4, FPR1, et favoriser la phagocytose (Scannell et al., 

2007). Les souris déficientes en annexine-A1 présentent un défaut d’élimination des PN dans la 

moelle, visible par l’accumulation de PN exprimant les PS (Dalli et al., 2012).  Elle limite également 

l’adhésion des PN en bloquant le « shedding » (clivage et excrétion) des L-sélectines et empêche ainsi 

le recrutement des PN. Elle induit l’apoptose du PN par un mécanisme impliquant la caspase-3, 

l’inhibition de Mcl-1, de ERK et des signaux de survie induits par NF-кB (Vago et al., 2012). Les 

neutrophiles apoptotiques libèrent à nouveau de l’annexine-A1 et favorisent ainsi leur phagocytose 

par les macrophages (Perretti and D'Acquisto, 2009; Scannell et al., 2007). Le PN apoptotique 

synthétise donc des médiateurs qui vont favoriser sa phagocytose et son élimination. Le macrophage 

ayant phagocyté un PN apoptotique à son tour synthétise de tels médiateurs (Dalli and Serhan, 
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2012). Les GCs, qui induisent l’expression de l’annexine-A1 favorisent également la phagocytose des 

PN apoptotiques par les macrophages (Liu et al., 1999). 

 Les propriétés anti-inflammatoires d’une forme clivée de l’annexine-A1 ont récemment été 

décrites. La cathepsine G (Woloszynek et al., 2012), l’élastase, la protéinase 3 (Vong et al., 2007) et la 

calpaïne (Williams et al., 2010) sont capables de cliver l’annexine-A1. Les fonctions de fragments 

générés ne sont pas encore connues, mais certains seraient pro-inflammatoires ou rendraient 

l’annexine 1 inactive  (Vago et al., 2012; Williams et al., 2010). Des peptides synthétiques reprenant 

le site de fixation de l’annexine-A1 à son récepteur (FPRL1), mais mutés pour le site de clivage par la 

protéinase 3 et l’élastase sont très prometteurs dans des modèles murins d’inflammation. Dans des 

modèles d’ischémie reperfusion, leur administration diminue de 60% les dommages tissulaires (Dalli 

et al., 2013). Il n’y a pas pour l’heure d’essais cliniques en cours utilisant les peptides dérivant de 

l’annexine 1, mais cela devrait avoir lieu au cours des prochaines années. 

 Reconnaissance par le macrophage  

La reconnaissance par le macrophage implique les PSR (récepteur aux PS),  le récepteur de la 

vitronectine et de la thrombospondine (glycoprotéines de la matrice extracellulaire) et le CD36, un 

récepteur « scavenger » (charognard) (Greenberg et al., 2006; Hoffmann et al., 2001). Le CD36 

coopère avec l’intégrine αvβ3 du PN pour se lier à la thrombospondine, issue des phagocytes, afin de 

former un pont entre le macrophage et le PN apoptotique (Kennedy and DeLeo, 2009). La 

thrombospondine est essentielle à la résolution. En effet, des souris KO pour la thrombospondine 

développent une inflammation pulmonaire exacerbée, liée à une non production d’IL-10 par le 

macrophage. Cette glycoprotéine n’est pas indispensable à la phagocytose en tant que telle des PN 

apoptotiques, mais facilite nettement leur reconnaissance par les macrophages (Zhao et al., 2013).  

 Il a été décrit dans un modèle d’inflammation pulmonaire induite par le LPS, que le 

vitronectine limitait l’élimination des PN. Ainsi les souris KO pour la vitronectine présentent un 

nombre plus réduit de PN au sein des lavages broncho-alvéolaires au cours d’un modèle 

d’inflammation pulmonaire induite par le LPS (Bae et al., 2013). 

 Il existerait des mécanismes de phagocytose indépendante des PS, associés à l’inflammation 

(Guzik and Potempa, 2008). En effet des souris KO pour les PSR (récepteur aux PS), présentent un 

défaut très limité de l’élimination des PN (Li et al., 2003). Cependant au cours de l’inflammation, les 

enzymes protéolytiques, comme les sérines protéases du PN, peuvent altérer les molécules 

exprimées par le PN permettant la reconnaissance par le macrophage et limiter ainsi leur élimination 

(Guzik and Potempa, 2008). Ainsi, certaines bactéries ont développé des stratégies permettant de 

limiter la phagocytose de PN infectés, on dit qu’elles taguent le PN. C’est le cas de P.gingivalis. Les PN 

« gigipain –tagged » ne sont pas reconnus comme apoptotiques par les macrophages et ne sont donc 

pas éliminés (Guzik et al., 2007). 

 Effet de la phagocytose d’un PN apoptotique : changement de phénotype du macrophage  

Sur le site inflammatoire, le macrophage est une source importante de médiateurs pro-

inflammatoires. La phagocytose des PN apoptotiques par le macrophage supprime leur production 

de médiateurs inflammatoires comme le TNF-α et  l’IL-23 (Fadok et al., 1998) en occupant le CD36 et 

favorise la synthèse de cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 et le TGF-β (Huynh et al., 2002). 

Sur le site inflammatoire, ceci représente une étape clef favorisant la résolution de l’inflammation 
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(Witko-Sarsat et al., 2000). On dit que le macrophage commute et passe d’un phénotype M1 (pro 

inflammatoire) à un phénotype M2, IL-10haut - IL12bas (anti-inflammatoire) (Filardy et al., 2010). Une 

catégorie particulière de macrophages a été décrite : des macrophages rM impliqués dans la phase 

de résolution qui associent des caractéristiques des macrophages M1 (expression de la cyclo-

oxygénase 2 et de iNOS) et des M2 (synthèse d’IL-10 et d’arginase-1, expression du récepteur au 

mannose) (Bystrom et al., 2008; Stables et al., 2011). Ils joueraient un rôle essentiel dans la 

dynamique de la reconstruction. 

 Reconnaissance du PN apoptotique par d’autres acteurs 

Il a été proposé que le PN puisse être cannibale en phagocytant d’autres PN apoptotiques. 

Cette phagocytose serait induite par des stimuli pro-inflammatoires comme le TNF-α et le GM-CSF 

(Hellberg et al., 2011). En effet, les stimuli pro-inflammatoires augmentent les capacités de 

phagocytose du PN, ce qui pourrait contribuer à la résolution de l’inflammation. 

Les PN apoptotiques, avec des PS externalisées, sont aussi reconnus par des cellules 

exprimant le récepteur CD300a, exprimé par les cellules myéloïdes. La reconnaissance par le CD300a 

des PS n’induit pas la phagocytose, mais un message immunosuppresseur notamment dans les 

mastocytes, réprimant la production de cytokines induites par le LPS (Nakahashi-Oda et al., 2012). 

Cela participe à la résolution de l’inflammation. En effet des souris déficientes pour CD300a 

présentent un recrutement plus important de PN après une ligature du caecum (Nakahashi-Oda et 

al., 2012) . 

Cibler l’apoptose des neutrophiles comme stratégie thérapeutique anti-inflammatoire 

Pour revue, (Hampson et al., 2013). 

Les médiateurs favorisant l’apoptose du PN sont de plus en plus mis en avant dans la 

résolution de l’inflammation (figure 37) (Hampson et al., 2013).  

 

Figure 37: Favoriser l’apoptose du neutrophile, une voie vers la résolution (Jancinova et al., 2012) 

Récemment, il a été montré que la roscovitine ou encore le DRB (5,6 dichloro-1-beta-D-

ribofuranosylbenzimidazole), des inhibiteurs de CDK, promeuvent la résolution de l’inflammation en 
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induisant l’apoptose du PN. Cela a été illustré in vivo dans un modèle d’inflammation pulmonaire 

induit par la bléomycine (Leitch et al., 2012; Rossi et al., 2006) et suggère que des modulateurs 

pharmacologiques de l’apoptose du PN sont des cibles thérapeutiques intéressantes dans les 

maladies inflammatoires comme l’arthrite, la mucoviscidose et la BPCO (Hallett et al., 2008).  

Les souris déficientes en TRAIL développent des inflammations plus importantes dans deux 

types de modèles : la péritonite induite par le zymosan et l’inflammation pulmonaire induite par le 

LPS (McGrath et al., 2011). L’administration de TRAIL a permis de diminuer l’inflammation dans ces 

deux modèles. Cela semble donc être une cible thérapeutique très intéressante d’autant plus que 

l’administration de FasL augmente au contraire l’inflammation pulmonaire (Wortinger et al., 2003).  

Le rôle de ERK dans la survie a été illustré dans des modèles d’inflammation pulmonaire chez 

la souris. Des inhibiteurs de ERK (comme le PD098059) diminuent l’inflammation et réduisent le 

recrutement de PN et de macrophages. Cela repose en partie sur l’augmentation de l’apoptose des 

PN. Cela a été montré dans un modèle de pleurésie induite par la carraghénane chez le rat traité par 

un inhibiteur de ERK, le PD98059 (Sawatzky et al., 2006). 

L’utilisation de médiateurs lipidiques représente une stratégie pouvant favoriser l’apoptose 

des PN in vivo. Cela a été décrit pour la 15-epi-lipoxin A4 (El Kebir et al., 2009). Dans un modèle 

d’inflammation pulmonaire induite par l’administration d’Escherichia coli par voie intra-trachéale ou 

intra-péritonéale, l’administration de résolvine E1 lors du pic inflammatoire favorise l’apoptose des 

PN in situ, augmente le recrutement des monocytes et favorise l’élimination des PN apoptotiques et 

ainsi la réparation tissulaire. L’apoptose du PN est nécessaire à la résolution induite par la résolvine 

car l’utilisation d’un inhibiteur pan caspase l’empêche (El Kebir et al., 2012). 

Il a été montré que l’injection de neutrophiles apoptotiques protégeait les souris d’une mort 

induite par le LPS suite à un choc septique (Ren et al., 2008). Cela est dû au changement de 

phénotype des macrophages résultant de la phagocytose de PN apoptotiques.  Cela été proposé dans 

le traitement de maladies inflammatoires comme le SDRA (Aldridge, 2002) et la polyarthrite 

rhumatoïde (Raza et al., 2006).  

Limiter les effets des protéases du PN est une stratégie. Par exemple, l’utilisation d’extraits 

de l’écorce de la grenade (PGE=Punica granatum extract), molécules avec des propriétés anti 

oxydantes liées à des flavonoïdes, inhibe la MPO et diminue ainsi l’inflammation pulmonaire induite 

par le LPS chez la souris (Bachoual et al., 2011). 

Ainsi les molécules permettant d’induire l’apoptose ou de limiter la survie représentent des 

axes thérapeutiques pour les maladies inflammatoires. Le tableau IX présente encore d’autres 

molécules (figure 38). 
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Figure 38 : Moduler l’apoptose du PN, une cible thérapeutique des maladies inflammatoires (adapté de (El Kebir and 
Filep, 2013; Geering and Simon, 2011). BV6= inhibiteur des XIAP favorisant l’activation des caspases; PGD2= 
prostaglandine 2 ; PD098059=inhibiteur de ERK ; FPR= récepteur du fMLP ; TRAIL-R= récepteur de TRAIL ; ROS= formes 
réactives de l’oxygène ; cdk= cyclin dependent kinase ; AS605240= inhibiteur PI3k. Voir avec le tableau IX pour les 
molécules non citées dans le corps du texte.   

Par la suite, mieux comprendre l’influence des lymphocytes T régulateurs  et des cellules NK 

dans l’induction de l’apoptose du PN permettra sans doute d’envisager de nouvelles stratégies 

thérapeutiques. 

Dans le cas des infections virales, favoriser l’apoptose des PN n’est pas toujours une bonne 

stratégie car en induisant la tolérance cela permet la dissémination virale. Il s’agit d’ailleurs de la 

stratégie utilisée par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) et le virus de la grippe (Influenza 

A) (Elbim et al., 2009a; Elbim et al., 2009b).  
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Tableau IX : Stratégies thérapeutiques anti inflammatoires visant le neutrophile. CDK= cyclin dependent kinase ;   
Molécules Fonction du Neutrophiles Modèles Référence 

Induire l’apoptose du PN 

Inhibition de CDK : 
 R-roscovitine 
 
 
 
 
DRB 
 
Flavopiridol 

 
Induit l’apoptose du PN, diminue les 
dommages tissulaires 
 
 
 
Réduction de l’inflammation 
 
Réduction de l’inflammation 

 
Inflammation pulmonaire à 
la bléomycine 
Modèle d’arthrite 
Inflammation pleurale 
induite par le carraghénane 
Inflammation pulmonaire à 
la bléomycine 
Modèle d’arthrite induite au 
collagène 

 
(Leitch et al., 2012) 
 
(Rossi et al., 2006) 
 
 
(Leitch et al., 2012) 
 
(Wang et al., 
2012a) 

Inhibition de Mcl-1 Pas encore de molécules 
disponibles….  

 (Geering and 
Simon, 2011) 

Activation des caspases :  
Peptide mimant SMAC, BV6 
 
Inhibition de PCNA (favoriser p21) 

 
Pas encore testé sur les PN 
(hépatocytes) 
Facilite l’activation des caspases 

 (Winkelstein et al., 
2000) 
(Witko-Sarsat et al., 
2010) 

Favoriser la production de FRO : 
Sulfasalazine 

Induction spécifique de l’apoptose du 
PN et pas des autres leucocytes 

 (Akahoshi et al., 
1997) 

Administration de TRAIL Induction de l’apoptose des PN Modèle d’inflammation 
induite par le LPS 
Modèle de péritonite induite 
par le zymosan 

(McGrath et al., 
2011) 

Nicotinamide Induction de l’apoptose des PN et 
diminution du granulome 
inflammatoire 

Modèle d’inflammation 
pulmonaire induite par le LPS 

(Fernandes et al., 
2011) 

Inhibition de PDE4 
(Rolipram) 

Favorise l’apoptose des PN 
Favorise la résolution 

Modèle de pleurésie induite 
par le LPS 

(Sousa et al., 2010) 

Annexine-A1 Favorise l’apoptose des PN 
Favorise la résolution 

Modèle de pleurésie induite 
par le LPS 

(Vago et al., 2012) 

Inhiber les médiateurs de l’inflammation 

Inhibition de voies de sigbalisation 
Inhibition de NF-κB : Gliotoxin, 
polyphénol (curcumin, resvératrol…), SN-
50 ou métabolites de PGD2 
 
Inhibition de ERK ( PD098059) 
Inhibition de p38 
 
 
Inhibition de PI3K/AKT  (AS605240) 

 
Induit l’apoptose des PN, résolution 
de l’inflammation in vivo (avec les 
métabolites de PGD2) 
 
Résolution de l’inflammation in vivo 
Diminution du recrutement de PN 
 
 
Augmentation de l’inflammation en 
absence de AKT1 
Diminution de la survie des PN avec 
le resveratrol (in vivo) 

 
 
 
 
 
 
Modèle d’inflammation 
pulmonaire induite par la 
bléomycine 
Modèle d’inflammation 
pulmonaire 

(Ward et al., 1999) 
(Lawrence et al., 
2002) 
(Harikumar and 
Aggarwal, 2008) 
(Sawatzky et al., 
2006) 
(Pettus and Wurz, 
2008) 
(Liu et al., 2013a) 
(Harikumar and 
Aggarwal, 2008) 

Inhibition de chimiokines et de cytokines  
(Anti-TNF) 

Diminution du recrutement  (Cazzola et al., 
2012) 

Injection des PN apoptotiques Changement de classe des 
macrophages 

mort induite par le LPS, 
modèle de choc septique 

(Ren et al., 2008) 

Moduler la composition du granulome inflammatoire 

Agoniste du récepteur de l’adénosine Bloque la signalisation par l’AMPc : 
survie du PN, FRO et leucotriènes 

 (Trevethick et al., 
2008) 

Agoniste Pan-sélectine (Bimosiamose) Bloquer le recrutement des 
leucocytes 

Modèle d’inflammation 
pulmonaire induite par le LPS 

(Radi et al., 2001) 

Lipoxine A4 Limite le recrutement des leucocytes 
Augmente la phagocytose des PN 
apoptotiques 

Modèle d’inflammation 
pulmonaire induite par le LPS 

(El Kebir et al., 
2009) 
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2.3 L’exemple d’une inflammation pulmonaire : le syndrome de détresse 

respiratoire aiguë (SDRA) 

Les PN interviennent dans la physiopathologie de nombreuses maladies, en particulier  dans 

des désordres pulmonaires comme le montre le tableau X. Nous allons nous intéresser 

particulièrement au SDRA. 

Tableau X : Pathologies associées à une inflammation ou des dommages tissulaires dépendants des neutrophiles (adapté 
de (Tintinger et al., 2013)) SDRA = syndrome de détresse respiratoire aiguë ; BPCO = broncho pneumopathie chronique 
obstructive 

Pathologie touchant le système respiratoire Pathologies touchant d’autres systèmes 

Asthme Sepsis 

BPCO Cancers 

Mucoviscidose Maladies auto-immunes 

SDRA Vascularites 

Panbronchiolite  

2.3.1 Symptômes, diagnostic et définition.  

Cliniquement, le SDRA se manifeste par de sévères troubles des échanges gazeux 

respiratoires, un œdème pulmonaire lésionnel (lié à une augmentation de la perméabilité de la 

membrane alvéolo-capillaire) et des infiltrations pulmonaires (opacités) bilatérales diffuses lors de la 

radiographie du thorax. Le SDRA se déclare 6 à 72h après l’événement responsable (Hariprashad and 

Rizzolo, 2013). Les premiers signes cliniques de SDRA sont une dyspnée intense, une polypnée, un 

titrage sus-sternal et intercostal ainsi qu’une cyanose (Hariprashad and Rizzolo, 2013). 

Plusieurs scores de gravité permettent de définir l’état général des patients.  

Le risque de décès du patient est estimé lors de son entrée en réanimation, par le calcul d’un 

score appelé Indice de Gravité Simplifié II (IGSII). Les patients atteints de SDRA meurent le plus 

souvent non pas d’une hypoxémie réfractaire, mais d’une défaillance d’organe extra-pulmonaire. Ce 

score (de 0 à 163) inclut 17 paramètres. 

Le score de gravité de défaillance viscérale ou SOFA (sequencial organ failure assessment) 

inclut 6 défaillances organiques : respiratoire, cardiovasculaire, hépatique, hématologique, rénale et 

hépatique. Il permet de suivre l’état général du patient et est compris entre 0 et 4. 

Enfin, le LIS (lung injury score) caractérise l’atteinte pulmonaire. Il dépend du quotient 

PAO2/FiO2, du niveau de PEEP (pression end expiratoire positive) et du nombre de cadrans 

présentant une opacité alvéolaire lors d’une radiographie.  La PEEP est la pression résiduelle 

maintenue dans les voies aériennes pendant l’expiration pour éviter l’effondrement des alvéoles. 

Cela permet d’améliorer l’oxygénation des patients. La PaO2 est la pression artérielle en oxygène et 

la FiO2 la fraction d’oxygène apportée au patient par la ventilation. Le rapport PAO2/FiO2 est la 

référence absolue du degré d’oxygénation des patients sous ventilation artificielle. Une PaO2/FiO2 < à 

300 reflète une hypoxie. Un LIS supérieur à 2,5 est celui d’un SDRA sévère. 

La définition de Berlin fait disparaître la notion d’inflammation pulmonaire aiguë (ALI pour 

acute lung injury) et l’inclut dans les patients souffrant d’un SDRA. Elle précise des critères de 

diagnostic clairs qui seront présentés par la suite. Trois groupes de patients SDRA ont ainsi été 
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formés. Tout d’abord on distingue les patients « mild » (anciennement ALI) avec un rapport de 

PaO2/FiO2 compris entre 200 et 300 mmHg et une PEEP >5cm H2O. Les SDRA modérés présentent un 

rapport de PaO2/FiO2 compris entre 100 et 200 mmHg et une PEEP >5cm H2O, et enfin les SDRA 

sévères un rapport de PaO2/FiO2 inférieur à 100 et une PEEP >5cm H2O. La première évaluation de 

ces groupes montre qu’ils permettent une bonne prédiction des risques de mortalité (Fioretto and de 

Carvalho, 2013). Néanmoins, la caractérisation des populations d’études et la définition du syndrome 

est difficile. En effet, l’étiologie et la présentation clinique du syndrome sont hétérogènes. De plus, le 

quotient PaO2/FiO2 est influencé par le réglage de la ventilation mécanique du patient. 

Quatre éléments sont nécessaires au diagnostic d’un SDRA selon la définition de 

Berlin (Fioretto and de Carvalho, 2013): 

- Une détresse respiratoire aiguë. 

- Une hypoxie sévère traduite par un rapport de PaO2/FiO2 inférieur à 300 en présence de 

PEEP (pression expiratoire positive). 

- L’observation d’opacités diffuses, non systématiques, bilatérales et compatibles avec un 

œdème pulmonaire à la radiographie (ceci permet d’exclure les hypoxies observées après embolie 

pulmonaire ou les atteintes d’un seul poumon). 

- L’œdème pulmonaire ne doit pas être la conséquence d’une défaillance cardiaque. 

Les premiers tests cliniques permettant le diagnostic d’un SDRA sont donc la gazométrie 

artérielle (PaO2<30-40mmHg traduisant une hypoxémie profonde) et la radiographie du thorax. 

Parfois des lavages broncho alvéolaires (LBA) peuvent être réalisés afin de déterminer la souche 

d’une infection bactérienne. Les cellules contenues dans un LBA sont principalement des PN (80%) 

dans le cas d’un SDRA. Au cours de la pathologie, la PEEP et le ratio PaO2/FiO2 sont suivis 

quotidiennement (Hariprashad and Rizzolo, 2013). 

Il n’existe pour le moment pas de réel biomarqueur du SDRA qui permettrait d’orienter le 

traitement, de prévenir la maladie ou de prévoir le pronostic du patient. De nouvelles techniques 

basées sur la protéomique, la métabolomique et la transcriptomique permettront sans doute de 

dégager de nouvelles pistes (Janz and Ware, 2013). Une étude récente a montré que les cas de SDRA 

n’étaient pas assez bien reconnus dans les services de réanimation et que la prise en charge des 

patients et la mise en place des traitements pouvaient encore être améliorées (Frohlich et al., 2013). 

2.3.2 Epidémiologie et étiologies. 

Des cas de détresse respiratoire aiguë ont été rapportés pendant la première et la seconde 

guerre mondiale. Connu initialement sous différents noms (« wet lung », hypoxie réfractaire…), le 

SDRA fut décrit comme tel en 1967 par Ashbaugh (Ashbaugh et al., 1967). La définition du SDRA a 

depuis évolué plusieurs fois à l’occasion de colloques internationaux. Le dernier en date en 2011 a 

établi la définition actuelle du SDRA : la définition de Berlin (Ranieri et al., 2012). Une définition 

précise du SDRA est essentielle afin d’améliorer la prise en charge du patient et ainsi de tenter de 

diminuer la mortalité. En effet, elle est élevée aux alentours de 50% à 28 jours, la moitié des décès 

survenant  au cours des 10 premiers jours (Rubenfeld and Herridge, 2007).  

Le SDRA est un syndrome rare. Son incidence est variable selon les études, entre 5 et 80 cas 

pour 100 000 habitants (figure 39). Le SDRA touche particulièrement des hommes (60%) et 
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également des enfants (Cortes et al., 2012). Il conduit à la prise en charge du patient en service de 

réanimation et à son placement sous ventilation mécanique. A la fin des années 1990, des auteurs 

français ont noté que l’incidence du SDRA chez les patients hospitalisés en réanimation était de 7% 

(Roupie et al., 1999).  

 
Figure 39 : Nombres de séjours hospitaliers avec SDRA codé comme diagnostic principal dans les hôpitaux français de 
2000 à 2012. Le code J80 issu de la CIM-10 (classification internationale des maladies) a été utilisé,  codé en diagnostic 
principal  (source Agence technique de l’information hospitalière) 

Le point de départ du SDRA est une altération de l’endothélium et de l’épithélium 

pulmonaire, composants majeurs de la barrière alvéolo-capillaire, conduisant à un œdème lésionnel. 

Le SDRA est un syndrome qui se caractérise donc par une atteinte pulmonaire causée par un 

processus inflammatoire qui altère la fonction et la structure des poumons. La cause majoritaire de 

SDRA est le sepsis, mais plus de 60 autres causes ont été décrites (Hariprashad and Rizzolo, 2013). 

Dans 55 à 75% des cas, ce processus inflammatoire résulte d’une pathologie pulmonaire qu’on 

appelle directe (pneumonie, traumatisme par inhalation) et dans 25 à 45% des cas d’une pathologie 

extra pulmonaire (septicémie, polytraumatisme). L’agression se fait alors par le biais de médiateurs 

délivrés par la circulation sanguine pulmonaire à la suite d’une réaction inflammatoire importante.   

2.3.3 Mécanismes physiopathologiques du SDRA 

2.3.3.1 Présentation de l’arbre respiratoire 

Les échanges gazeux entre l’air et le sang s’effectuent dans les poumons via les alvéoles, sacs 

aériens aux extrémités des bronchioles, entourés d'un réseau de fins vaisseaux sanguins. 

L’épithélium alvéolaire, constitué des pneumocytes de type I et II, et l’endothélium vasculaire 

forment ce que l’on appelle la barrière alvéolo-capillaire, perméable essentiellement aux gaz. 

L’épithélium pulmonaire, pouvant atteindre une surface de 100 m² chez l’adulte, est constamment 

confronté à des infections pulmonaires potentiellement invasives.  

L’arbre respiratoire peu être considéré, sur le plan immunologique, comme un organe à deux 

compartiments, chacun exerçant des fonctions bien distinctes (Alonso, 2008) (figure 40). 
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Figure 40 : Présentation de l’arbre respiratoire (adapté de (1))  

Dans la partie supérieure, le tractus trachéobronchique comporte des formations 

lymphoïdes, avec des ganglions péribronchiques où aboutissent les vaisseaux lymphatiques 

drainants. Ce compartiment est ouvert à l’air atmosphérique et colonisé par une flore bactérienne 

commensale. 

 Le compartiment pulmonaire proprement dit comporte les bronchioles et les alvéoles et est 

normalement exempt de microorganismes. L’alvéole pulmonaire possède une paroi constituée de 

pneumocytes de type I et de type II formant l’épithélium alvéolaire (90 et 10% de la surface 

alvéolaire respectivement), de macrophages résidents, de cellules dendritiques plasmacytoïdes et de 

cellules T. Les pneumocytes de type I permettent les échanges gazeux, mais sont des cellules 

sensibles. Les pneumocytes de type II, cuboïdes, sont plus résistants et assurent la production de 

surfactant et le transport d’ions. Ils sont aussi les progéniteurs pour la régénération des pneumocytes 

de type I après une lésion (Ware, 2006). L’alvéole est couverte d’un film comportant de nombreux 

produits, appelé le surfactant, protégeant les cellules et possédant des activités bactéricides. Le 

surfactant, composé de 80% de phospholipides, 8% d’autres lipides et 12% de protéines, permet de 

diminuer la tension de surface dans l’alvéole et est essentiel à son intégrité morphologique. La 

proximité avec les vaisseaux expose l’alvéole aux pathogènes circulants, mais facilite le recrutement 

des cellules immunitaires. La barrière épithéliale est plus jointive que la barrière endothéliale. Les 

lésions alvéolaires ont donc des conséquences importantes et participent à la formation de l’œdème 

pulmonaire. 

L’immunité innée du poumon représente la première ligne de défense. Il s’agit 

essentiellement de la clairance mucociliaire, des cellules épithéliales, des macrophages, des cellules 

dendritiques, des PN et de certaines populations lymphocytaires innées (Opitz et al., 2010). Le 

système d’exclusion, empêchant l’adhésion et la colonisation de l’épithélium par les pathogènes, est 

le premier système de défense. Il comporte tout d’abord le mucus, qui piège les particules inhalées 

de plus de 5 µm de diamètre qui se déposent sur les parois trachéobronchiques. Ces particules sont 

ensuite transportées de manière active vers le carrefour oro-pharyngé où elles sont dégluties. Les 

particules de moins de 5 µm de diamètre peuvent atteindre les alvéoles (Ganz, 2002). Les 

pneumocytes, cellules épithéliales respiratoires, peuvent produire des peptides anti microbiens 

(PAM) et recruter d’autres cellules immunitaires. Les PAM altèrent l’intégrité des parois des 
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pathogènes. A ce jour, elles regroupent les défensines, les cathelicidines, les SLPI et la lactoferrine 

(Pasupuleti et al., 2012). Les macrophages alvéolaires et les molécules bactéricides (PAM) produites 

par les cellules épithéliales jouent ainsi un rôle important dans l’élimination des microorganismes. 

 Les macrophages alvéolaires  sont les premiers à détecter une lésion pulmonaire. Dans les 

cas où l’inoculum est faible, la phagocytose des macrophages suffit à contrôler l’infection. Ce 

phénomène survient sans déclencher de réaction inflammatoire. Cela illustre que le milieu alvéolaire 

est contrôlé par un ensemble de signaux immunosuppresseurs encore mal connus, car il existerait un 

certaine tolérance à la présence de pathogènes (McCormack and Whitsett, 2002). Dans le cas où 

l’inoculum est important, les macrophages synthétisent immédiatement des signaux permettant 

d’attirer et d’activer des cellules de l’immunité innée, dans un premier temps les PN puis les 

monocytes/macrophages. Les signaux sont des cytokines de la phase aiguë de l’inflammation (TNF-α, 

IL-1β, IL-6..), des chimiokines (IL-8…) et des métabolites de l’acide arachidonique (LTB4…) (Segel et 

al., 2011). Les PN ont comme rôle principal d’éliminer les pathogènes par phagocytose. A l’état basal, 

il n’existe que quelques PN dans l’espace alvéolaire (Sibille and Marchandise, 1993). Les PN circulants 

sont recrutés très rapidement au niveau des alvéoles pulmonaires : en 3 à 4 heures, ils représentent 

60 à 80% des cellules recueillies par un LBA dans des modèles d’infection bactérienne ou fongique. 

Les PN contrôlent comme nous l’avons vu l’inflammation par la production de cytokines 

inflammatoires, développent leur activité bactéricide et engendrent des dommages tissulaires 

(Witko-Sarsat et al., 2000). 

L’immunité acquise du système respiratoire met 4 à 7 jours à se mettre en place, et n’est 

donc pas appropriée pour la prise en charge des infections (Moore et al., 2001). Elle permet de 

renforcer et de réguler les mécanismes de la défense innée et de construire une mémoire 

immunologique. Par exemple, Les LT régulateurs murins et humains au cours d’une inflammation 

pulmonaire aiguë sont finement régulés, le nombre pouvant augmenter jusqu’à 10 fois au cours de la 

pathologie. Ils sont essentiels à la résolution de l’inflammation, la déplétion des LT régulateurs étant 

associée à une diminution de la survie (D'Alessio et al., 2009). 

2.3.3.1 Les trois phases d’un SDRA  

Le SDRA se caractérise par une inflammation pulmonaire aiguë de la barrière alvéolo-

capillaire (figure 41). L’évolution du SDRA se fait en 3 phases distinctes : une phase inflammatoire, 

une phase proliférative et une phase de réparation. 
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Figure 41 : Comparaison entre une alvéole pulmonaire saine (à gauche) et une alvéole au cours du SDRA (à droite) 
(Matthay and Zemans, 2011). 

La phase exsudative ou inflammatoire 

La première est appelée phase exsudative, elle dure environ 6 jours.  

L’agression initiale engendre une réponse inflammatoire forte au niveau pulmonaire, médiée 

principalement  par les macrophages activés à l’origine du recrutement des PN. Les macrophages 

génèrent dans un premier temps de l’IL1-β et du TNF-α, qui activent les PN et les cellules 

endothéliales (Segel et al., 2011). Ils sécrètent des cytokines, des radicaux libres et des protéases qui 

intensifient la destruction de la membrane alvéolo-capillaire. Les radicaux libres de l’azote inhibent la 

synthèse de surfactant par les pneumocytes de type II, et les radicaux libres de l’oxygène 

augmentent la perméabilité de l’épithélium et inhibent le transport d’ions, empêchant ainsi la 

résorption de l’œdème. La lésion de la membrane alvéolo-capillaire entraîne une augmentation 

mageure de la perméabilité épithéliale et endothéliale menant à la formation de l’œdème 
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pulmonaire. La perméabilité des capillaires pulmonaires est augmentée, ce qui permet 

l’augmentation des flux de fluides et des protéines vers les alvéoles. Cet exsudat (constitué de 

protéines plasmatiques, de globules rouges, de plaquettes et de cellules inflammatoires comme les 

PN activés attirés par les cytokines sécrétées par les macrophages alvéolaires) envahit les alvéoles. 

De plus, il est responsable de la destruction du surfactant, substance lipidoprotidique aux capacités 

tensioactives qui recouvre l’intérieur des alvéoles pulmonaires. Certaines alvéoles vont se remplir de 

liquide et d’autres vont collapser. Les échanges gazeux alvéolaires deviennent difficiles et la 

saturation en oxygène chute (Ware, 2006). L’exsudat, riche en protéines plasmatiques, est à l’origine 

d’un dépôt de fibrine et de membrane hyaline. L’état des alvéoles est qualifié de pro-coagulant et 

anti-fibrinolytique. 

Les patients sont placés sous ventilation mécanique afin de rétablir un taux d’oxygène 

circulatoire normal.    

NF-кB est un facteur de transcription très actif au cours du SDRA et en partie responsable de 

la tempête cytokinique décrite lors de ce syndrome (figure 42) (Chopra et al., 2009). Le LBA d’un 

patient en SDRA est riche en TNF-α, IL-1β et IL-8 (Segel et al., 2011). En effet l’inflammation 

persistante entraîne une perturbation de l’équilibre des cytokines, caractérisée par des quantités très 

élevées de TNF-α, une hyper-activation des PN et une apoptose des PN retardée (Chollet-Martin et 

al., 1992). 

Des niveaux élevés de β-thromboglobuline et CXCL-7 (des chimiokines du PN) et faibles de 

CXCL-4 (aussi appelé PF4, qui module les interactions PN / cellules endothéliales) ont été décrits dans 

les LBA de patients souffrant de SDRA (Poon et al., 2012). Ces niveaux d’expression seraient associés 

à un mauvais pronostic.  

 
Figure 42 : Mécanismes de la tempête cytokinique impliqués dans la mise en place du SDRA (Bordon et al., 2013). Tous 
les types cellulaires présents sont activés et produisent des cytokines pro-inflammatoires: c’est la tempête cytokinique.  

La phase proliférative 

La phase secondaire est appelée proliférative et débute entre le 4ème et le 10ème jour. Elle se 

veut réparatrice. Les pneumocytes de type II se régénèrent, capables de se différencier en 
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pneumocytes de type I par la suite. On observe une infiltration de l’alvéole par les fibroblastes du 

tissu conjonctif. Cette phase évolue soit vers la réparation si elle est bien orchestrée et s’accompagne 

alors d’une néo vascularisation, soit vers une fibrose sévère lorsque la phase fibro-proliférative est 

trop exubérante. On observe alors l’apparition d’une fibrose interstitielle et alvéolaire rapidement 

évolutive (prolifération fibroblastique non contrôlée, dépôt de collagène, de glycoprotéines,...) qui 

peut envahir une grande partie des surfaces alvéolaires et des surfaces vasculaires conduisant à une 

désorganisation de l’architecture alvéolaire.  

Au cours de cette phase on observe un risque accru de décès. Il a d’ailleurs été démontré que 

l’activation de la migration des fibroblastes par des médiateurs présents dans les LBA, 

particulièrement le PAF, est liée à un état clinique sévère et une plus forte mortalité à J28 chez des 

patients souffrant de SDRA (Piednoir et al., 2012). Ainsi la détection précoce dans le milieu alvéolaire 

de marqueurs de la fibro-prolifération (TGF-β…) ou la présence de lésions histologiues de fibrose sont 

associés à un mauvais pronosctic ((Piednoir et al., 2012). L’évolution vers la fibrose reflète un 

dysfonctionnement des processus normaux de réparation alvéolaire. Les facteurs de croissance 

produits par le fibroblaste comme le HGF contrôlent la restitution d’un épithélium alvéolaire continu  

(Quesnel et al., 2012). 

La phase de résolution ou de réparation 

La restitution d’un poumon fonctionnel est l’aboutissement normal de la phase de 

résolution. Elle comprend la régression des phénomènes inflammatoires (notamment la 

polynucléose neutrophile alvéolaire) et le contrôle de la fibro prolifération. Le macrophage alvéolaire 

joue un rôle majeur en synthétisant des cytokines anti-inflammatoires et en phagocytant les PN 

entrés en apoptose et reconnus grâce à des récepteurs de surface spécifiques.  

2.3.4 Rôle du neutrophile dans la physiopathologie du SDRA : défaut de résolution de 

l’inflammation 

Des études histologiques montrent une accumulation des PN au niveau des alvéoles 

pulmonaires au cours du SDRA. Les PN constituent d’ailleurs, comme nous l’avons évoqué, les 

cellules majoritaires retrouvées dans les fluides œdémateux et le LBA. Le nombre de PN dans le LBA 

est corrélé à la sévérité du syndrome. Les PN recrutés au cours de la mise en place de l’inflammation 

pulmonaire, s’activent et s’accumulent au niveau du poumon, riches en cytokines pro 

inflammatoires, signaux de survie du PN (Chollet-Martin et al., 1996; Chollet-Martin et al., 1994; 

Galani et al., 2010). Bien que l’activation du PN soit vitale pour la défense de l’organisme, une 

activation excessive conduit à des lésions tissulaires. Les FRO, protéases du PN et cytokines sont 

impliquées (Grommes and Soehnlein, 2011). Il a été montré qu’au cours du SDRA, le fonctionnement 

des neutrophiles est dérégulé (Chopra et al., 2009). Un défaut d’apoptose et une survie prolongée 

des PN ont été décrits dans les LBA (Matute-Bello et al., 1997), et dans le sang (Fialkow et al., 2006). 

Cela pourrait être expliqué notamment par la tempête cytokinique observée au cours du SDRA et 

notamment des quantités importantes de GM-CSF au niveau sanguin et pulmonaire (Matute-Bello et 

al., 2000). Une quantité élevée de GM-CSF dans les LBA est associée à un mauvais pronostic (Lee et 

al., 2008). La même étude a montré qu’une quantité plus importante de TRAIL dans les LBA était 

corrélée à une amélioration des ratio de PaO2/FiO2 (Lee et al., 2008). Tous ces exemples illustrent 
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qu’un contexte favorisant l’apoptose du PN et non plus sa survie est favorable à un meilleur 

pronostic vital.  

L’inflammation associée à l’accumulation des PN prend fin avec leur apoptose au niveau de 

l’alvéole. Les PN apoptotiques sont ensuite phagocytés par les macrophages, ce qui induit la 

commutation dont nous avons déjà parlé. L’hypothèse neutrophilique suggère que l’apoptose des 

neutrophiles aurait un rôle important dans la résolution de l’inflammation et  que l’inhibition de 

cette apoptose ou celle de la clairance des neutrophiles apoptotiques serait délétère au cours du 

SDRA (Chopra et al., 2009). Cependant la corrélation entre la diminution de l’apoptose des 

neutrophiles et le pronostic des patients SDRA n’est pas encore démontrée. De nombreux modèles 

murins inhibant des voies dépendantes du PN (comme l’IL-8, les P-sélectines, les intégrines, 

l’élastase…) et des modèles de délétion de gènes (MMP-8, NADPH oxydase,…) ont montré le rôle 

crucial du PN dans cette pathologie (Grommes and Soehnlein, 2011). 

Cependant, récemment l’hypothèse apoptose du PN/phagocytose par le macrophage a été 

remise en question dans des modèles d’inflammation pulmonaire. Il a été proposé que la 

phagocytose ne soit par l’unique manière d’éliminer les PN. Une migration des PN apoptotiques à 

travers l’épithélium a été proposée. L’inhibition de cette voie aggrave des modèles murins 

d’inflammation pulmonaire (Persson and Uller, 2010). Il est difficile d’évaluer la phagocytose et les 

flux migratoires in vivo dans des modèles murins et encore plus dans des études cliniques. Des 

études prenant en compte la physiologie doivent être menées qui permettront de palier aux limites 

des études in vitro. 

 

2.3.5 Traitements du SDRA 

Le premier traitement du SDRA demeure l’amélioration de l’oxygénation grâce à la 

ventilation assistée. Néanmoins, elle nécessite une parfaite application car la ventilation cause aussi 

des dommages et des perturbations au niveau pulmonaire (Fanelli et al., 2013). Comme nous l’avons 

évoqué, la PEEP permet de maintenir une pression dans les alvéoles au moment de l’expiration et 

d’éviter qu’elles ne collapsent. La FiO2 permet d’apporter plus d’oxygène aux patients et ainsi de 

favoriser les échanges gazeux. Dans le cas des SDRA « mild » une PEEP de 6 à 9 cmH2O est 

recommandée, pour les SDRA modérés elle peut être augmentée au-delà de 10cm H2O (Fioretto and 

de Carvalho, 2013). Le monoxyde d’azote (NO) est parfois utilisé pour ses effets vasodilateurs et 

favorise les échanges gazeux des zones pulmonaires oxygénées. 

Les SDRA sévères peuvent être mis sous ECMO (Extracorporeal Membrane Oxygenation). Ce 

circuit associe une pompe et un oxygénateur à membrane et permet ainsi une assistance totale de la 

respiration, de l’oxygénation à l’épuration du sang en CO2. L’ECMO vise à minimiser le traumatisme 

induit par la ventilation mécanique et à mettre le poumon au repos. On peut associer l’inhalation de 

l’oxyde nitrique (pour ses propriétés vasodilatrices), des bloquants neuromusculaires, ou encore la 

position ventrale (Fioretto and de Carvalho, 2013). 

L’utilisation de GCs dans le cas d’un SDRA est sujette à controverse. Elle a été justifiée 

initialement en considérant le syndrome inflammatoire comme facteur de développement de la 

phase proliférative incontrôlée et néfaste du SDRA. Des études ont montré que l’injection à forte 
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dose de GCs, sur moins de 48h, pendant la phase initiale du SDRA n’était pas bénéfique (Meduri, 

1996; Thompson, 2003). La corticothérapie à ce stade augmente l’incidence des infections et le taux 

de mortalité. L’utilisation d’une corticothérapie faible dose est proposée durant la phase fibrosante 

et permettrait de diminuer la durée de ventilation mécanique et la mortalité (Tang et al., 2009). Elle 

est également suggérée dans le cas d’un SDRA accompagné d’un choc septique car elle permet de 

compenser la défaillance des glandes surrénales. Les GCs ont un effet complexe au cours de ce 

syndrome. Ils modulent l’inflammation, le fibro-prolifération et la libération de cytokines 

inflammatoires et facilitent ainsi la réparation tissulaire (Meduri et al., 2009). 

Durant les 10 dernières années, des découvertes sur certains mécanismes moléculaires ont 

été faites. Elles n’ont pour le moment pas été transposées en véritables thérapies. Les progrès en 

thérapie génique pourraient aboutir à un traitement (Fanelli et al., 2013). On pourrait envisager une 

thérapie génique visant à restaurer et améliorer les flux sodiques à travers la barrière épithéliale 

(gène des sous-unités α2 ou β2 de la pompe NaK ATPase). Les premiers essais in vivo sont 

prometteurs (Mutlu et al., 2007). Cependant le transfert des résultats prometteurs de la souris à 

l’homme semble encore lointain étant donné la gravité des patients atteints de SDRA. L’utilisation 

des cellules souches mésenchymateuses (MSC) pourrait également être envisagée. L’administration 

de MSC 30 minutes après l’instillation de LPS chez la souris diminue le recrutement de PN au niveau 

pulmonaire. Les MSC permettraient de contrôler la réponse inflammatoire (Mei et al., 2007). 

 

2.3.6 Modèle murin de l’inflammation pulmonaire: l’exemple du modèle ALI (pour 

inflammation pulmonaire aiguë) 

Il n’existe pas de modèle murin parfait du SDRA et aucun modèle d’inflammation pulmonaire 

aiguë, appelé modèle ALI (pour Acute Lung Injury) ne regroupe toutes les caractéristiques du SDRA 

humain (Matute-Bello et al., 2008). Les modèles visent à reproduire certaines caractéristiques du 

SDRA comme le sepsis et l’ischémie / reperfusion pulmonaire (Tableau XI). Comme l’inflammation 

évolue au cours du SDRA, il devrait en être de même au cours du modèle murin. La phase 

d’inflammation aiguë est suivie d’une phase fibro proliférative chronique chez l’homme. 

Physiologiquement le modèle devrait récréer l’hypoxie sévère, la faible compliance pulmonaire ou 

encore l’œdème pulmonaire. L’inflammation est neutrophilique et systémique. Des dommages au  

niveau de l’épithélium et de l’endothélium pulmonaires doivent être observés. Il s’agit de bien 

connaître les limites du modèle utilisé afin de pouvoir interpréter correctement les résultats.  

Le modèle doit prendre en compte des différences liées aux divergences homme/modèle 

animal, comme des sensibilités différentes des TLR (48% de polysaccharides communs entre le TLR-4 

murin et humain), la présence de macrophages intra vasculaires (absents chez la souris et l’homme, 

mais présents chez les cochons), des différences de production de monoxyde d’azote (beaucoup plus 

importante chez la souris que chez l’homme). 
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Tableau XI : Les différents modes d’induction du modèle ALI rapportés entre les années 2003 et 2007 parmi les 
publications anglaises et les cibles cellulaires initiales (d’après (Matute-Bello et al., 2008) LPS = lipopolysaccharides 

Mode d’induction du modèle ALI % publications anglaises 
entre 2003-2007 

Cibles initiales 

Ventilation mécanique 30 Cellules épithéliales 

LPS (endotoxines) (modèle sepsis) 19 Cellules endothéliales 

Bactéries vivantes (modèle sepsis) 16 Cellules épithéliales et endothéliales 

Hyperoxie 12 Cellules épithéliales 

Bléomycine 10 Cellules épithéliales 

Acide oléique 5 Cellules endothéliales 

Ligature caecale et ponction (modèle 
sepsis) 

4 Cellules épithéliales et endothéliales 

Aspiration acide 3 Cellules épithéliales 

Déplétion du surfactant par lavage salin Hors classement Cellules épithéliales 

Modèles d’ischémie / reperfusion Hors classement Cellules épithéliales et endothéliales 

Le modèle utilisant la bléomycine est un modèle de la fibrose ayant lieu dans la phase tardive 

du SDRA. Il s’agit d’un modèle très reproductible mais avec un faible recrutement de PN au niveau 

pulmonaire (Matute-Bello et al., 2008). 

Le modèle ALI consistant en l’administration de LPS, est le modèle que nous avons choisi de 

développer. Je vais donc en présenter les principales caractéristiques. Ce modèle reproduit la 

composante septique du SDRA, le LPS étant composés de glycoprotéines de la membrane 

bactérienne. Ce modèle mime l’inflammation neutrophilique observée au cours du SDRA, avec 

notamment une accumulation des cytokines au niveau pulmonaire. Les modulations de la 

perméabilité alvéolaire sont assez faibles, car le LPS ne cause pas de dommages sévères au niveau de 

l’endothélium ou de l’épithélium (Matute-Bello et al., 2008).  

Selon la dose de LPS administrée et la localisation, deux types de réponses peuvent être 

observées. Une dose faible administrée par voie intraveineuse entraînera une inflammation plus 

systémique avec des taux circulants élevés de cytokines, mais peu de PN recrutés au niveau 

pulmonaire (Bastarache and Blackwell, 2009). Le LPS administré par voie intraveineuse affecte 

d’abord les cellules endothéliales. Il s’en suit une augmentation de la pression artérielle pulmonaire 

et une hyperoxie (2/4h), et seulement une faible quantité de PN atteint l’alvéole pulmonaire. Une 

dose unique et élevée par voie intratrachéale, de 1 à 4 ng/kg, induira une réponse inflammatoire 

neutrophilique aiguë, caractérisée par une résolution spontanée. Le LBA est riche en PN, albumine et 

cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-β, l’IL-6, le G-CSF, l’IL-8. Au bout de 24-48h on 

observe une normalisation de la concentration des cytokines et une augmentation du nombre de PN, 

monocytes, macrophages et lymphocytes dans le LBA (Matute-Bello et al., 2008). 

Il est intéressant de noter que les souris de fond BALB/c sont plus sensibles au LPS que les 

C57Black/6. De plus ce modèle est connu pour être assez robuste et reproductible (Matute-Bello et 

al., 2008). 

Nous sommes particulièrement intéressés par la résolution spontanée observée par une 

administration unique et élevée de LPS. Nous avons ainsi choisi de développer ce modèle. 
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3 GILZ (Glucocorticoid-induced leucine zipper) 
 

Dans la littérature, plusieurs revues de qualité existent sur GILZ: (Ayroldi and Riccardi, 2009; 

Beaulieu and Morand, 2011; Fan and Morand, 2012), (Pepin et al., 2013, in revision annexe 1)(Biola 

et al., 2013,  annexe 2). 

3.1 La structure et la localisation de la protéine GILZ 

3.1.1 La famille TSC-22D (Transforming Growth Factor-β1 Stimulated clone-22 

Domain): une structure commune. 

 

La  famille TSC-22D possède 18 membres décrits dans la littérature qui partagent, à 

l’exception de TSC-22D3-4 et TSC-22D4-2, un fort degré d’homologie dans leur domaine TSC-22D  

(Transforming Growth Factor-β1 Stimulated clone-22 Domain) (Tableau XII).  

Toutes les protéines de la famille possèdent une structure proche (figure 43). Le domaine 

TSC-22D est composé d’une région leucine zipper (LZ) et d’une TSC-box (Transforming growth factor 

stimulated clone box), qui sont localisés généralement dans la partie C-terminale des protéines 

(Khoury et al., 2008) (Figure1). Le domaine LZ, comprenant une hélice α amphipathique, contenant 

des résidus leucines répétés régulièrement (tous les 7 résidus), et pouvant interagir fortement avec 

la même hélice correspondante d’un autre monomère, formant ainsi une «glissière à leucine». Les 

dimères formés sont des homo-dimères ou des hétéro-dimères (Di Marco et al., 2007; Kester et al., 

1999). Le domaine TSC-box est quand à lui très peu caractérisé. Il participerait à la dimérisation des 

protéines. La TSC-box et le domaine LZ sont responsables de la modulation de facteurs de 

transcription  des protéines de la famille TSC-22D. Les domaines N- et C-terminaux de TSC-22 

seraient des domaines répresseurs de l’activité transcriptionnelle (Kester et al., 1999; Uchida et al., 

2003). Une région riche en prolines et acides glutamiques a été identifiée à l’extrémité C-terminale 

de ces protéines. Cette région (Pro), formée d’une hélice polyproline de type II lévogyre, est 

impliquée dans l’interaction avec des protéines possédant un domaine SH3 (Src Homology domaine 

3) (Reiersen and Rees, 2001). Enfin la région N-terminale est la région la pus variable parmi toutes les 

protéines de la famille.  

 
Figure 43: Représentation schématique d’une protéine de la famille TSC-22D. LZ= Région leucine (L) zipper ; Pro= Région 
riche en proline (P) ; TSCbox=Transforming growth factor stimulated clone box. 

Les protéines de la famille TSC-22D sont codées, chez les mammifères, par quatre gènes 

différents (tsc-22d1 à tsc-22d4) localisés sur divers chromosomes (tableau XII). Plusieurs isoformes 

issues d’épissages alternatifs sont décrites pour chaque gène. Des orthologues de TSC-22, 

BUN/DIP/Shortsighted, ont été décrits chez la drosophile, démontrant que ces protéines sont 

fortement conservées au cours de l’évolution (Khoury et al., 2008).  
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Nous allons nous intéressés plus particulièrement aux isoformes décrites pour GILZ (tableau 

XII). Chez la souris, 5 isoformes de GILZ, résultant d’un épissage alternatif, ont été identifiées. Parmi 

ces isoformes, nous distinguons TSC-22D3-2 ou GILZ, TSC-22D3-1 (201 acides aminés), TSC-22D3-4 

(43 acides aminés, protéine de plus petite taille en raison d’un codon stop précoce donnant une 

protéine tronquée sans les domaines TSC-box et leucine zipper), et enfin TSC-22D3-3 (80 acides 

aminés) (Soundararajan et al., 2007) (tableau XII). Par la présence de deux sites d’initiation de la 

transcription sur son promoteur, la cinquième isoforme TSC-22D3-5 ou L-GILZ (Long-GILZ) est une 

protéine de plus grande taille (234 acides aminés, d’un poids moléculaire de 28KDa) qui diffère de 

GILZ par sa partie N-terminale. Elle est a été mise en évidence dans les cellules musculaires (lignée de 

myoblastes C2Cl2), les spermatocytes primaires et les testicules (Bruscoli et al., 2010; Bruscoli et al., 

2012). Dans ce manuscrit, l’appellation générique GILZ correspond à TSC-22D3-2, l’isoforme la plus 

étudiée. La fonction des autres isoformes demeure plus mal connue. Une fonction régulatrice des 

isoformes de GILZ sur la prolifération cellulaire et le transport d’ions a été décrite dans les cellules 

épithéliales rénales murines (Soundararajan et al., 2007), ainsi qu’un rôle dans la spermatogénèse 

(Suarez et al., 2012) . Chez l’homme, il existerait seulement 3 isoformes de GILZ d’après des analyses 

in silico. Toutefois l’expression et la fonction de chacune d’entre elles n’ont pas été étudiées. 

Tableau XII : Protéines de la famille TSC-22D identifiées chez la souris et chez l’homme. ND : Non Déterminé. ORF : Open 
Reading Frame. D’après Fiol et al. (Fiol et al., 2007). * : d’après Soudararajan et al. (Soundararajan et al., 2007). ** : d’après 
Hömig-Hölzel et al. (Homig-Holzel et al., 2011) 

Gènes Noms des protéines Taille (nucléotides) Taille (acides 
aminés) 

Chromosome et 
locus 

tsc-22d1 TSC-22D1-1 4581 (souris) 1057 (souris) 
1073 (homme)** 

Chr 14 locus D3 
(souris) 
 
Chr13 locus q14 
(homme) 

TSC-22D1-2 ou TSC-22 1670 (souris) 143 (souris) 
144 (homme) 

TSC-22D1-3 ND 742 (homme) 

TSC-22D1-4 ND 585 (homme) 

 
 

tsc-22d1 

TSC-22D2-1 
TSC-22D2-2 
TSC-22D2-3 
TSC-22D2-4 
TSC-22D2-5 
TSC-22D2-6 

2102 (souris) 
2229 (souris) 
1363 (souris) 
ND 
ND 
ND 

167 (souris) 
ND 
ND 
780 (homme) 
124 (homme) 
87 (homme) 

Chr 3 locus D 
(souris) 
 
Chr3 locus q25.1 
(homme) 

 
 
 

 
tsc-22d3 

TSC-22D3-1 ou GILZ 2* 1377 (souris) 201 (souris)  
 
Chr X locus F1 
(souris) 
 
Chr X locus q22.3 
(homme) 

TSC-22D3-2 ou GILZ 1* 
ou GILZ 

1972 (souris) 
ND (homme) 

137 (souris) 
134 (homme) 

TSC-22D3-3 ou GILZ 4* ORF : 243 (souris) 80 (souris) 

TSC-22D3-4 ou GILZ 3* ORF : 132 (souris) 43 (souris) 

TSC-22D3-5 ou 
 L-GILZ  

ORF : 705 (souris) 234 (souris) 

tsc-22d4 TSC-22D4-1 ou THG-1 2672 (souris) 
ND (homme) 

387 (souris) 
395 (homme) 

Chr 5 locus G1 
(souris) 
 
Chr 7 locus p21-15 
(homme) 

TSC-22D4-2 ND 310 (souris) 

TSC-22D4-3 ND 195 (souris) 
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Les protéines les mieux caractérisées de la famille sont GILZ et TSC-22. Je ne présenterai que 

succinctement la protéine TSC-22, avant d’approfondir la structure et les fonctions de GILZ au cours 

de ce chapitre. 

TSC-22 est une protéine principalement cytoplasmique dont le rôle demeure très peu 

documenté. Cette protéine a été pour la première fois isolée dans des ostéoblastes murins traités 

par du TGF-β (Transforming growth factor-β) (Shibanuma et al., 1992). L’expression de son ARNm 

(acide ribonucléique messager) a été décrite dans plusieurs tissus, mais demeure faible dans la rate 

et les leucocytes du sang périphérique (Ohta et al., 1996). D’autre part, son expression est régulée 

négativement dans des tumeurs cérébrales et de glande salivaire (Shostak et al., 2003; Yu et al., 

2009). L’expression de TSC-22 peut être induite par des hormones (dihydrostostérone, 

glucocorticoïdes et Follicle-Stimulating Hormone), des cytokines (IL-1 β, TNF-α, INF-γ et le TGF-β), des 

facteurs de croissance comme l’EGF  ou le FGF, mais également des produits chimiques comme le 

PMA (Gupta et al., 2003; Ohta et al., 1996; Shibanuma et al., 1992; Sprenger et al., 2009). Des études 

récentes, au laboratoire, suggèrent que TSC-22 accélère l’apoptose des lymphocytes T murins CTLL-2 

déprivés en IL-2 (Pépin et al., 2013; en soumission, annexe 3). TSC-22 inhibe également la 

prolifération cellulaire. Ainsi une métylation de son promoteur a été décrite dans les cellules 

hématopoïétiques par une méthylation du promoteur, cela favorisant la prolifération cellulaire, 

notamment des lymphocytes T (Yu et al., 2009).  

3.1.2 La structure de GILZ 

La protéine murine GILZ a été découverte en 1997 lors d’une analyse soustractive d’ADN 

complémentaires isolés de thymocytes de souris traités ou non par un glucocorticoïde (GC), la 

dexaméthasone (Dex) (D'Adamio et al., 1997). La protéine humaine a été identifiée en 2001 à partir 

d’une banque d’ADN de lymphocytes T humains (Cannarile et al., 2001). 

La protéine humaine, codée par le gène tsc-22d3 localisé sur le chromosome X, est 

composée de 134 acides aminés, alors que la protéine murine en comporte 137. La protéine GILZ, 

également appelée TSC-22D3-2, selon la classification de Fiol et collaborateurs (Fiol et al., 2007), 

présente une homologie de 78% avec TSC-22 dans la région codante.  

GILZ possède un domaine leucine zipper (LZ) entre les leucines 76 et 96 de la protéine 

humaine. Ce domaine correspond à un motif structural d’interaction protéique consistant en une 

hélice α amphiphile, qui comme nous l’avons vu confère à GILZ la capacité de s’homodimériser 

(Mittelstadt and Ashwell, 2001), et potentiellement s’hétérodimériser avec des protéines 

appartenant ou non à la famille TSC-22D. L’hétérodimérisation n’a pour le moment pas été décrite 

pour GILZ, mais pour TSC-22 qui peut s’hétérodimériser avec THG-1 (TSC-22 Homologous Gene-1) 

(Kester et al., 1999) (figure 44). 

La TSC-box de GILZ est impliquée dans l’interaction avec la petite protéine G Ras dans les 

hybridomes murins 3DO ou dans des thymocytes murins traités avec de la dexaméthasone  (Ayroldi 

et al., 2007). 

La région riche en résidus prolines en position C-terminale de GILZ interagit avec la sous-

unité p65 du facteur de transcription NF-кB, tandis que la région N-terminale de GILZ assure la liaison 

des sous-unités c-Fos et c-Jun du facteur de transcription AP-1 et de Raf-1 (Ayroldi et al., 2007; 

Beaulieu and Morand, 2011).  
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Différents domaines de régulation ont été identifiés (figure 44). Un site consensus de 

sumoylation (VKLD, acides aminés 36 à 39 de la protéine murine) permet à la protéine SUMO-1 

(Small Ubiquitin-like Modifier) de se lier à la lysine 37 de GILZ et ainsi de protéger la protéine de la 

dégradation par le protéasome (Delfino et al., 2011).  

De plus, des sites potentiels de phosphorylation ont été identifiés, mais pas encore étudiés 

fonctionnellement. Selon Cannarile et collaborateurs, les sérines 88 et 114 ainsi que la thréonine 8 

seraient des sites consensus potentiels de phosphorylation par la caséine kinase II (CKII), la sérine 35 

par la PKC. De plus les sérines 102, 114, 133 et la thréonine 8 seraient phosphorylées par les MAPKs. 

Enfin un site potentiel de glycosylation (Asparagine 19) et un site de phosphorylation par la GSK3 ou 

par la Plk (Polo-like kinase) (thréonine 95) ont été identifiés par analyse bioinformatique (Cannarile 

et al., 2001). 

Enfin un domaine PDZ, correspondant aux quatre derniers acides aminés, a été identifié. 

PDZ est un acronyme associant les premières lettres de trois protéines : Post synaptic density protein 

(PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (Dlg1), et Zonula occludens-1 protein (zo-1). Ce 

domaine stabilise des interactions protéines / protéines impliquant d’autres domaines. Par exemple 

dans le système nerveux central, l’activité de certains canaux est régulée par des protéines 

possédants des motifs PDZ (Pichon et al., 2010). Cependant aucune interaction via ce domaine n’a 

été décrite à ce jour. 

 
Figure 44 : Représentation schématique de la protéine GILZ humaine. Les domaines TSC-box, Leucine Zipper (LZ), la 
région riche en proline (Pro) et le signal d’export nucléaire (NES) putatif sont indiqués. S= Sérine ; T=Thréonine.  

3.1.3 La localisation cellulaire de la protéine GILZ 

GILZ est une protéine ubiquitaire d’un poids moléculaire de 17kDa. Un site consensus NES 

(Signal d’Export Nucléaire) existerait dans la région N-terminale de la protéine GILZ, mais sa 

fonctionnalité n’a pas été étudiée.  

GILZ a été décrit comme une protéine cytoplasmique lorsqu’il est surexprimé dans les 

cellules COS-7 (Ayroldi et al., 2002), dans la lignée hématopoïétique HL-60 ou dans les CTLL-2, une 

lignée de lymphocytes T murins (Latre de Late et al., 2010), ou encore dans des spermatogonies 

(Romero et al., 2012). Cependant, la protéine GILZ a été localisée dans le noyau lorsqu’elle est 

http://en.wikipedia.org/wiki/Acronym
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surexprimée dans les hybridomes T murins 3DO (D'Adamio et al., 1997), ou induite par la 

dexaméthasone dans les cellules C3H10T1/2, des cellules pluripotentes différenciées en adipocytes 

(Shi et al., 2003). La localisation subcellulaire de GILZ a été recherchée dans différentes cellules au 

moyen principalement de surexpressions. Cette technique induit un biais potentiel qu’il faut prendre 

en compte. 

Au laboratoire, la localisation subcellulaire de GILZ a été décrite comme étant essentielle 

dans l’inhibition de FOXO3  par GILZ. En effet dans la lignée de leucémie aiguë promyélocitaire HL-60, 

l’inhibition de FOXO3 par GILZ n’a lieu que lorsque GILZ est cytoplasmique (Latre de Late et al., 2010). 

3.2 Expression et régulation de gilz 

Une expression ubiquitaire 

La séquence humaine du gène a été publiée en 2001 (Cannarile et al., 2001). Le gène (64 kb) 

organisé en 3 exons, a été localisé en position q22.2 sur le chromosome X. Une homologie moyenne 

de 89% avec l’ARNm murin a été observée, l’homologie atteignant 97% dans la partie codante.  

Gilz est exprimé de façon ubiquitaire à l’exception du foie et du pancréas (Cannarile et al., 

2001). En effet, l’expression basale de gilz a d’abord été déterminée par Northern Blot dans les 

lignées et les tissus murins tels que les thymocytes, la rate, les ganglions lymphatiques, le thymus, les 

reins (D'Adamio et al., 1997) mais aussi dans les tissus humains (rate, reins, cœur, poumons, muscle 

squelettique) et les lignées humaines (HL60, Jurkat, THP-1, U937) (Cannarile et al., 2001). Les 

expériences de Western Blot corrèlent avec l’expression de l’ARNm de gilz dans la moelle osseuse et 

les cellules hématopoïétiques (les cellules souches CD34+, les lymphocytes B et T matures, les 

monocytes, les granulocytes) (Cannarile et al., 2001). L’expression de gilz a également été observée 

dans d’autres types cellulaires tels que les cellules épithéliales des bronches supérieures (Eddleston 

et al., 2007), les cellules de Kupffer (Hamdi et al., 2007a),  les mastocytes humains (Godot et al., 

2006) ou encore des neurones du bulbe olfactif et de la moelle épinière (Yachi et al., 2007).  

Le promoteur de gilz 

Le promoteur de gilz humain, localisé sur le locus p22.2 du chromosome X (Cannarile et al., 

2001)  a été caractérisé par notre équipe (Asselin-Labat et al., 2004). Cela a permis d’identifier des 

sites jouant un rôle clé dans la régulation de l’expression de cette protéine. Sa séquence est 

constituée de 2.25Kb en amont de l’exon 1 du gène gilz. Une TATA box située 23 paires de bases en 

amont du site d’initiation de la transcription (+1) a été identifiée, ainsi que des séquences consensus 

pour la fixation de facteurs de transcription (figure 45).  

L’existence de 6 éléments de réponse aux glucocorticoïdes (GCs) (GRE pour Glucorticoid 

Response Element) a été mise en évidence : 4 GREs regroupés dans la région distale du promoteur et 

2 GREs dans sa région proximale, permettant ainsi la régulation de son expression par les GCs. Aucun 

des sites GRE n’est indispensable, mais la mutation des 6 GREs abolit l’induction de l’expression de 

gilz par les GCs. Cette induction a été mise en évidence dans de nombreux types cellulaires et 

notamment dans les cellules hématopoïétiques : lymphocytes T, thymocytes (D'Adamio et al., 1997), 

monocytes, macrophages (Berrebi et al., 2003), mastocytes (Godot et al., 2006). La dexaméthasone 

en synergie avec une cytokine, l’IL-15, augmente l’expression de gilz dans les cellules NK et les 

cellules Natural Killer T (NKT) (Perez et al., 2005). 
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Figure 45 : Représentation schématique du promoteur de gilz humain. La TATA box est figurée à droite. Le site 
d’initiation de la transcription est identifié par le chiffre +1. Les éléments de réponse sont schématisés de différentes 
couleurs et leurs noms sont indiqués en-dessous. La position des GRE, FHRE, du site DRE et de la TATA box sont indiqués 
en-dessous. (D’après (Asselin-Labat et al., 2004)).  

Trois éléments de réponse aux facteurs de transcription FOXO, appelés FHRE, ont été 

caractérisés (Asselin-Labat et al., 2004). Le facteur FOXO3 activé lors de la déprivation en IL-2 de la 

lignée de lymphocytes T murins CTLL-2, induit la transcription de gilz (Asselin-Labat et al., 2004). Au 

contraire, en présence d’IL-2, FOXO3 est phosphorylé et donc inactif, et l’expression de gilz est 

réprimée (Asselin-Labat et al., 2005). Par ailleurs des tests d’activité transcriptionnelle menés au 

laboratoire ont permis de montrer que les séquences FHRE coopèrent avec les séquences GRE pour 

augmenter l’expression de gilz induite par la dexaméthasone (Asselin-Labat et al., 2005). GILZ est 

également capable d’inhiber FOXO3 comme nous le verrons par la suite (Latre de Late et al., 2010). 

Cette boucle de rétrocontrôle négatif permet une expression de gilz finement régulée par les 

facteurs FOXO. 

Le promoteur est aussi constitué de sites potentiels de fixation pour les facteurs de 

transcription STAT6 (Signal Transducer and Activator of Transcription 6), NFAT (Nuclear Factor of 

Activated T cell), Oct-1 (Octamer binding Transcription factor-1) et c-Myc (Asselin-Labat et al., 2004). 

Seul le site c-Myc a été décrit comme impliqué dans l’induction de gilz dans les cellules épithéliales 

en présence de toxine B (Koberle et al., 2012). En effet la toxine B induit le recrutement des facteurs 

de transcription USF1 et USF2 (upstream stimulatory factor) au niveau du site canonique c-Myc (E-

Box) et induit l’expression de gilz. Une inhibition de Rho GTPases semble aussi impliquée.  

Malgré l’absence d’éléments de réponse aux œstrogènes (ERE) dans le promoteur de gilz, 

celui-ci est régulé par les œstrogènes de manière dépendante du type cellulaire. En effet, une 

analyse de transcriptome montre que la présence de l’œstradiol induit l’expression de gilz dans les 

cellules de carcinome cervical humain HeLa et dans les HEK293 (Tynan et al., 2004).  Un site de liaison 

pour CREB  (cyclic AMP response element binding protein), proche du site Oct-1, a été identifié dans 

la région proximale du promoteur (-104 à -69). Ce site permet la liaison indirecte du récepteur des 

œstrogènes au promoteur de gilz et la régulation de sa transcription (Tynan et al., 2004).  Cette 

même région est impliquée dans l’inhibition de l’expression de gilz dans les cellules humaines de 

cancer du sein (MCF-7) (Tynan et al., 2004).  Une inhibition de l’expression de gilz a également été 

décrite dans des cellules épithéliales utérines humaines exposées à l’œstradiol. Un autre mécanisme 

est impliqué. Le récepteur aux œstrogènes (ER) est connu pour être présent dans le complexe 

protéique se fixant au promoteur de gilz mais son rôle n’était pas encore compris (Tynan et al., 

2004). Le récepteur aux œstrogènes est recruté avec le GR au niveau du promoteur de gilz et 
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empêche son induction sans interagir physiquement avec l’ADN (Whirledge and Cidlowski, 2013). On 

peut considérer le récepteur aux œstrogènes comme un cofacteur pouvant réguler négativement ou 

positivement de l’expression de gilz selon le type cellulaire. 

L’induction différentielle de l’expression de gilz en réponse aux œstrogènes laisse entrevoir 

que l’expression de gilz est régulée de manière spécifique selon le type cellulaire envisagé. La partie 

suivante regroupe les différents inducteurs connus de gilz, tous les mécanismes impliqués au niveau 

du promoteur n’étant pas encore connus (tableaux XIII a, b et c).  

Les signaux inducteurs de gilz 

Gilz peut être induit par des signaux très variés (hormones, cytokines, stress cellulaire) et cela 

dans différents types cellulaires (cellules hématopoïétiques, cellules épithéliales…). Le « cocktail » 

nécessaire à la modulation de l’expression de gilz semble donc être dépendant du type cellulaire, ce 

qui permet à GILZ d’exercer un panel de fonctions très variées.  

 Les signaux anti-inflammatoires, principaux inducteurs de l’expression de gilz 

L’expression de gilz est principalement régulée par les GCs. L’effet des GCs sur gilz repose sur 

la liaison directe du complexe GC-GR aux GREs localisés dans le promoteur de gilz, comme nous 

l’avons vu précédemment. L’expression du gène peut néanmoins être régulée par d’autres molécules 

immunorégulatrices comme l’IL-10 et le TGF-β (Cohen et al., 2006). Cela a été largement décrit chez 

la souris et l’homme, plaçant GILZ comme une protéine induite dans un contexte anti-inflammatoire. 

Chez la souris, l’expression de gilz est augmentée par la Dex dans les LT de la rate et des 

ganglions lymphatiques et dans les thymocytes (Cannarile et al., 2001), ainsi que par la Dex ou l’IL-10 

dans les macrophages in vivo et in vitro (Berrebi et al., 2003). 

Chez l’homme, son expression est également induite par la Dex, l’IL-10 ou le TGF-β dans les 

cellules dendritiques dérivées de monocytes, les cellules CD34+ (Cohen et al., 2006). L’expression de 

gilz est également stimulée par la Dex et l’IL-10 dans les mastocytes (Godot et al., 2006), et dans les 

cellules NK et NKT par l’hydrocortisone (Perez et al., 2005). Dans la moelle osseuse des patients 

atteints de myélome, gilz est induit par les GCs (Grugan et al., 2008).  Le même phénomène est 

observé dans les cellules non hématopoïétiques, notamment les fibroblastes dérivés de synoviocytes 

de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (PR), les cellules épithéliales des voies respiratoires 

(Eddleston et al., 2007), ou des cardiomyocytes in vivo et in vitro (Aguilar et al., 2013).  

  Il est important de remarquer que l’annexine-A1, une protéine induite par les GCs, est 

nécessaire à une induction optimale de gilz par les GCs dans les macrophages murins et des 

fibroblastes pulmonaires humains (Jia et al., 2013; Yang et al., 2008; Yang et al., 2009). Ainsi dans les 

macrophages, l’invalidation de l’annexine-A1 diminue l’expression de gilz (Yang et al., 2008; Yang et 

al., 2009). Le mécanisme demeure inconnu mais une inhibition de la voie PI3K-Akt/PKB semble être 

impliquée (Jia et al., 2013; Yang et al., 2008; Yang et al., 2009). Nous reparlerons de l’importance de 

cette voie dans la régulation de l’expression de gilz par la suite. 

 Les signaux inflammatoires et l’expression de gilz 

Alors que les principaux signaux anti-inflammatoires induisent gilz, les signaux 

inflammatoires conduisent à l’induction ou la répression de l’expression de gilz en fonction de leur 

nature. Il est difficile d’expliquer ce paradoxe, mais il est possible d’envisager qu’ils n’interviennent 
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pas au même moment au cours du processus inflammatoire et que GILZ pourrait être induit lorsque 

l’inflammation commence à décliner, favorisant ainsi la résolution. 

Les principales cytokines pro inflammatoires ont été décrites comme réprimant l’expression 

de gilz, à savoir l’IL-1β, le TNF-α, l’IFNγ et l’IL-6  (Eddleston et al., 2007; Grugan et al., 2008; Zhang et 

al., 2009b). Dans les cardiomyocytes, l’expression de gilz est diminuée par les cytokines 

inflammatoires (IL-1β, TNF-α, IFNγ) (Eddleston et al., 2007). L’IL-1β et le TNF-α diminuent également 

l’expression de gilz dans les cellules de la muqueuse sino-nasale dans le cas de la 

rhinosinusite chronique chez l’homme (Zhang et al., 2009b). Une autre cytokine pro-inflammatoire a 

été décrite comme réprimant l’expression de gilz : il s’agit de l’ l’interleukine-6 (IL-6) qui active la voie 

PI3K-Akt/PKB (Grugan et al., 2008).  En effet, Grugan et collaborateurs ont montré que l’expression 

de GILZ dans les cellules de myélome multiple de patients traités par des glucocorticoïdes pouvait 

être modulée par la voie PI3K-Akt/PKB. La présence d’inhibiteurs de cette voie augmente l’expression 

de gilz et la combinaison de GCs et de ces inhibiteurs majore l’induction de gilz dans les cellules de 

myélome. A l’inverse, une activation de la voie PI3K-Akt/PKB par l’IL-6 inhibe la régulation de 

l’expression de gilz par les GCs (Grugan et al., 2008).  

Les signaux de danger, les PAMPs, libérés au cours de l’inflammation, sont reconnus par les 

TLRs. L’activation des TLRs des lymphocytes T, sauf par les ligands du TLR3, par des signaux de 

danger, comme le LPS, diminue l’expression de l’ARNm de gilz. En effet, ils déstabilisent l’ARNm de 

gilz en 3’UTR par l’intermédiaire de la  tristetraprolin, TTP, dont l’expression est induite par le LPS 

(Hoppstadter et al., 2012). Des résultats non encore publiés de la même équipe mais présentés au 

15ème congrès d’immunologie 2013 ont complété le mécanisme. La déstabilisation de l’ARNm de gilz 

s’expliquerait aussi par l’augmentation d’un micro ARN, miR24, qui induit une diminution de l’ARNm 

de gilz. 

La détection par l’organisme pathogène entraîne une réponse inflammatoire pouvant aboutir 

à la mise en place d’une réponse immunitaire T effectrice, dont l’une des premières étapes est la 

prolifération des lymphocytes T ainsi qu’une réponse humorale, débutant par la prolifération des 

lymphocytes B. Une diminution de l’expression de gilz est observée dans les lymphocytes B après 

activation du récepteur des cellules B (BCR) par un anticorps anti-IgM (Glynne et al., 2000) et lors de 

la phase d’expansion clonale des lymphocytes T après activation du  récepteur des cellules T (TCR) 

par un anticorps anti-CD3 (Ayroldi et al., 2001). Une cytokine clef de la prolifération des lymphocytes 

T est l’IL-2. Cette dernière empêche l’induction de l’expression gilz dans les lymphocytes T et permet 

leur prolifération. En effet, en maintenant FOXO3 dans un état phosphorylé, l’IL-2 empêche 

l’induction de l’expression de gilz par FOXO3 (Asselin-Labat et al., 2004). La diminution de 

l’expression de gilz semble nécessaire à la mise en place de la réponse T effectrice et de la réponse 

humorale.  

Les champignons et les bactéries sont généralement à l’origine d’une réponse inflammatoire. 

Des dérivés de ces microorganismes se retrouvent dans l’environnement cellulaire et constituent les 

PAMPs reconnus en partie par les TLRs. Comme nous l’avons vu, l’activation des TLRs diminue 

l’expression de gilz. Cependant dernièrement des protéases fongiques et des toxines bactériennes 

ont été décrites comme  induisant l’expression de gilz dans des cellules dendritiques (Aspergilus 

oryzae)(Zimmer et al., 2012) et dans des cellules épithéliales (toxine B et YopT)(Koberle et al., 2012).  

http://cochrane.fr/index.php?option=com_k2&view=item&id=4024&recherche=&Itemid=537
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Enfin sur le site inflammatoire, le granulome inflammatoire, les dommages tissulaires et 

l’œdème participent à une diminution de la disponibilité en oxygène et créent un environnement 

hypoxique (Strehl et al., 2013). L’expression de gilz a été montrée comme étant induite dans les 

macrophages murins par l’hypoxie (Wang et al., 2012b). Cette induction passerait par la voie ERK. 

Récemment, cela a été confirmé dans des cellules épithéliales humaines (Lim et al., 2013). Un stress 

physique par contention a été décrit comme induisant gilz dans des macrophages murins (Wang et 

al., 2008), ainsi que dans les neurones de l’hippocampe et du cortex préfrontal de souris immergées 

dans l’eau (Yachi et al., 2007). L’induction de l’expression de gilz dans les situations de stress 

s’explique sans doute par les GCs endogènes synthétisés au cours du stress. 

 D’autres signaux… 

D’autres cytokines induisent l’expression de gilz dans des macrophages : l’IL-4 et l’IL-13 

(Berrebi et al., 2003). L’expression de gilz induite par l’hydrocortisone (un GC) est amplifiée dans les 

cellules NK et NKT associée avec l’IL-15 (Perez et al., 2005). Ces cytokines sont impliquées dans la 

réponse Th2 et sont impliquées dans les réactions allergiques.  

Des hormones enfin ont été décrites comme modulant l’expression de gilz. L’aldostérone, qui 

utilise un récepteur aux minéralocorticoïdes, induit elle aussi l’expression de gilz dans le rein et les 

tubules rénaux corticaux chez le rat (Muller et al., 2003). De même, il a été démontré que la 

vasopressine et l’aldostérone stimulent son expression dans les lignées épithéliales 

rénales (Soundararajan et al., 2005). L’érythropoïétine (Epo), le Stem Cell Factor (SCF), en synergie 

avec les GCs, augmentent la quantité de GILZ dans les progéniteurs érythroïdes primaires murins 

(Kolbus et al., 2003). Le facteur de croissance IGF-1 inhibe  l’expression de gilz dans les cellules de 

myélome multiple en activant la voie PI3K-Akt/PKB (Grugan et al., 2008).  

Récemment, un inducteur non physiologique a été mis en évidence dans des cellules 

épithéliales humaines : l’éthanol. Cette induction semble être dépendante des GRE et de l’inhibition 

de la voie PI3K-AKT/PKB grâce à PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10)  

(Gomez et al., 2010). PTEN est un répresseur de la PI3K-Akt/PKB. Comme nous l’avons vu 

précédemment l’inhibition de cette voie est impliquée dans l’induction de gilz (Grugan et al., 2008). 

Le GR est de plus nécessaire à cette induction. L’éthanol induit une relocalisation nucléaire du GR et 

l’utilisation d’une antagoniste du GR (le RU-486) prévient l’induction de gilz (Gomez et al., 2010). 

En conclusion, les principaux inducteurs de l’expression de gilz semblent demeurer les GCs. 

L’inhibition de la PI3K/Akt apparait dans plusieurs types cellulaires comme un pré requis pour une 

bonne induction.  Il est intéressant de remarquer que l’expression de gilz est induite par des signaux 

anti-inflammatoires (GCs, IL-10, TGF-β…), et qu’un contexte inflammatoire (IL-1β, TNF-α, INF-γ, IL-6, 

stimulation des TCR, TLR…) empêche son expression. Cependant d’autres aspects de l’inflammation 

comme l’hypoxie, la présence de toxines bactériennes ou de protéases fongiques, participent à 

l’induction de l’expression de gilz. L’expression de gilz apparait donc finement régulée (tableaux XIII 

a,  b et c). 

Il est intéressant d’observer que les cytokines de type Th1 répriment l’expression de gilz alors 

que les cytokines de type Th2 la facilitent. Cela est cohérent avec les fonctions de GILZ que nous 

allons décrire par la suite. 
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Tableau XIIIa : Inducteurs de l’expression de gilz (décrits dans la littérature).ER= élément de réponse ; CD= cellule 
dendritique ; GCs= Glucocorticoïdes ; CREB= cyclic AMP response element binding protein. 

Type cellulaire Inducteurs, signaux Fonctions Références Mécanismes, ER 
impliqués 

Lymphocytes T 
 
 
Cellules épithéliales 
pulmonaires humaines 

GCs 
 

Inhibition de l’apoptose induite 
par anti-CD3 (inhibition des 
ARNm de Fas et FasL) 
 Inhibition de ERK (Interaction 
avec RAF) et inhibition de NFkB  

(D'Adamio et al., 1997) 
(Ayroldi et al., 2001) 
 
(Eddleston et al., 2007) 

GR et GRE 

Monocytes humains  
Mastocytes 
CD 

IL-10 
 

Inhibition TLR2  
Inhibition Nfkb (liaison avec p65) 

(Berrebi et al., 2003) 
(Cohen et al., 2006) 
(Godot et al., 2006) 

Inconnu 
 

CD humaines TGF-β Induit des CD tolérogènes (Cohen et al., 2006) Inconnu 

Thymocytes murins Surexpression Apoptose (Bcl-xL, inhibition 
NFkB) 
Response Th2 et protection dans 
un modèle de colite 

(Delfino et al., 2004) 
 
(Cannarile et al., 2006) 
(Cannarile et al., 2009) 

 

Cellules Jurkat T  Surexpression Inhibition d’AP-1 (interaction de 
GILZ avec c-Fos et c-Jun avec 
l’extrémité N-terminale 

(Mittelstadt and Ashwell, 
2001) 

 

Lymphocytes T murins Déprivation en IL-2  Inhibition de l’apoptose ( BIM) (Asselin-Labat et al., 2004) FOXO3 et FHRE 

Monocytes humains IL-4, IL-13  (Berrebi et al., 2003) Inconnu 

Macrophages murins Hypoxie 
 

Inhibition des cytokines pro 
inflammatoires et amplification 
des effets des GCs  

(Wang et al., 2012b) Voie ERK  

Cellules épithéliale 
pulmonaires 

Ethanol Diminution des cytokines pro 
inflammatoires 

(Gomez et al., 2010) GRE, inhibition de la voie 
PI3K/AKT (PTEN) 

CD humaines Protéases de 
champignon 
(Aspergilus Oryzae) 

Induit des CD tolérogènes (Zimmer et al., 2012) Inconnu 

Cellules épithéliales 
humaines  

Protéases 
bactériennes (YopT 
et toxine B) 

Pas de rôle dans l’apoptose, 
Limite la réponse pro 
inflammatoire 

(Koberle et al., 2012) Régulation directe du 
promoteur, c-Myc, 
indépendant du GRE   

Cellules épithéliales 
rénales de rat et 
humaines 

Aldostérone 
 

Inhibition de ERK  
Induction d’ENaC et protection 
de SGK par une interaction 
physique 

(Soundararajan et al., 
2010) 

Récepteur  aux 
minéralocorticoïdes  

Hela HEK293 Estrogènes  (Tynan et al., 2004) CREB 
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Tableau XIIIb : Inhibiteurs de l’expression de gilz. MCF-1 = Michigan Cancer Foundation – 7, lignée tumorale mammaire. 

Type cellulaire Inhibiteurs Fonctions Références Mécanismes, ER impliqués 

Lymphocytes T murins  IL-2   (Asselin-Labat et al., 2004) Inhibition de FOXO3  

Cellules de myélome multiple  IL-6  (Grugan et al., 2008) Activation de la voie PI3K/AKT  

Cellules épithéliales 
respiratoires humaines 
Cellules de la muqueuse sino-
nasale 

IFN-γ, TNF-α, 
 IL1-β 
TNF-α, IL1-β 

Augmente 
l’inflammation 

(Eddleston et al., 2007) 
 
(Zhang et al., 2009b) 

Inconnu 

Macrophages alvéolaires 
humains  
Tissus pulmonaires 

LPS, ligands TLR 
(sauf TLR3) 

 (Hoppstadter et al., 2012) 
Congrès ICI 15th 2013 

Déstabilisation d’ARNm gilz 
(3’UTR et miR24) 

Lymphocytes T Activation des TCR   (Ayroldi et al., 2001) Inconnu 

Cellules de myélome multiple  IGF-1  (Grugan et al., 2008) Activation de la voie PI3K/AKT 

MCF 7 estrogènes  (Tynan et al., 2004) CREB 

Cellules épithéliales utérines 
humaine 

œstradiol  (Whirledge and Cidlowski, 2013) Interaction du récepteur des 
œstrogènes avec le GR 

Cellules de myélome multiple  IGF-1  (Grugan et al., 2008) Activation de la voie PI3K/AKT 

 
 
Tableau XIIIc : Eléments participant à l’induction de l’expression de gilz 

 Type cellulaire Signal Fonctions Références Mécanismes 

Macrophages murins, 
fibroblastes humains 

Annexine-A1 
 

Amplification de l’induction par les 
GCs 

(Yang et al., 2009) 
 (Jia et al., 2013) 

Diminution de la voie 
PI3K/AKT 

Natural killer IL-15 Amplification de l’induction par les 
GCs 

(Perez et al., 2005) Inconnu 

Progéniteurs érythroïdes 
primaires murins 

Epo, SCF Amplification de l’induction par les 
GCs 

(Kolbus et al., 2003) Inconnu 
 

3.3 Les fonctions de GILZ 

GILZ est induit par des mécanismes dépendants du type cellulaire. De manière similaire, GILZ 

exerce des fonctions variées selon la cellule concernée (tableau XIV). Les mécanismes impliqués sont 

multiples. GILZ peut être un régulateur transcriptionnel en se fixant à l’ADN. GILZ peut interagir 

physiquement avec des facteurs de transcription via ses domaines N-terminal et leucine zipper ou 

riche en prolines (figure 46). Elle inhibe ceux-ci par des interactions protéine-protéine. GILZ module 

aussi des voies de signalisation à nouveau par des interactions protéine/protéine. La figure suivante 

présente les principaux interactants (figure 46). Nous allons nous intéresser aux conséquences 

cellulaires et systémiques des effets de GILZ en nous concentrant plus particulièrement sur les effets 

anti-inflammatoires. 

 
Figure 46 : GILZ, un piège physique pour de nombreux partenaires. LZ= Région leucine zipper ; Pro= Région riche en 
proline (P) ; TSCbox=Transforming growth factor stimulated clone box ; NES ?=site d’export nucléaire potentiel. 
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Tableau XIV : Effets de GILZ selon le type cellulaire (inspiré de (Beaulieu and Morand, 2011) 

Type cellulaire Fonction de GILZ Références 

Lymphocytes T Immunosuppresseur 
Antiprolifératif 
Inhibition de l’activation 
Diminution de la réponse Th-1 

(Asselin-Labat et al., 2004; Ayroldi et al., 
2001; D'Adamio et al., 1997; Mittelstadt and 
Ashwell, 2001; Riccardi et al., 2001) 

Macrophages Anti-inflammatoire (Berrebi et al., 2003) 

Monocytes Anti-inflammatoire (Hamdi et al., 2007a) 

Mastocytes Anti-inflammatoire (Godot et al., 2006) 

Cellules dendritiques Immunosuppresseur (Cohen et al., 2006) 

Cellules épithéliales Anti-inflammatoire (Bhalla et al., 2006; Eddleston et al., 2007; 
Gomez et al., 2010; Soundararajan et al., 
2005)  

Cellules mésenchymateuses (MSC) Favorise l’ostéogénèse (Shi et al., 2003; Zhang et al., 2008) 

Cardiomyocytes Inconnu (Aguilar et al., 2013) 

Myéloblastes Inhibition de la myogénèse (Bruscoli et al., 2010) 

Spermatogonies Contrôle de la différenciation (Bruscoli et al., 2012; Ngo et al., 2013) 

Cellules endothéliales Anti-inflammatoire (Cheng et al., 2013) 

Neurones Inconnu (Yachi et al., 2007) 

3.3.1 GILZ, des effets spécifiques du type cellulaire.  

Les GCs sont impliqués dans la régulation de nombreux processus biologiques comme la 

différenciation, la prolifération, la survie cellulaire ou le transport de sodium. L’augmentation de 

l’expression de GILZ en réponse aux GCs a été observée dans de nombreux types cellulaires. Les 

données de la littérature ont montré par ailleurs que GILZ était notamment un des médiateurs des 

effets des GCs sur ces processus (Ayroldi and Riccardi, 2009). 

3.3.1.1 Les effets sur la prolifération cellulaire : GILZ inhibiteur des voies ERK et PI3K-

AKT/PKB 

Les GCs permettent de moduler la prolifération cellulaire en inhibant l’expression de la 

cycline D1. Ils interfèrent avec la signalisation des protéines MAPKs par une interaction entre la 

protéine Raf-1 et le GR, ce qui empêche l’activation des gènes contrôlés de manière indirecte par 

Raf-1 (Greenberg et al., 2002). GILZ augmente l’inhibition de Raf-1 par un mécanisme différent et 

complémentaire que nous allons détailler par la suite (Ayroldi et al., 2007).  

Raf-1 appartient à la cascade d’activation de ERK, une MAPK. Les MAPKs, regroupant ERK, 

JNK, et p38,  sont des protéines kinases qui s’activent en cascade. Les voies de signalisation, qui les 

impliquent, transforment des stimuli extracellulaires en réponses intracellulaires par le biais d'un 

grand nombre de types de récepteurs, tels que les récepteurs des cytokines. Par exemple la fixation 

d’un facteur de croissance à son récepteur va induire l’activation de Ras puis de Raf et ainsi 

l’activation de ERK. La phosphorylation de la protéine ERK induit l’activation des cyclines jouant un 

rôle important dans la prolifération cellulaire (figure 47). 
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Figure 47 : GILZ, inhibiteur de la prolifération et de la survie par ses interactions physiques. Le schéma n’est pas 
exhaustif, mais est centré autour de Ras. 

La surexpression de GILZ dans les hybridomes T murins 3DO augmente le pourcentage de 

cellules en phase G0/G1, ce qui signifie que la progression du cycle cellulaire est altérée (Ayroldi et 

al., 2007). En effet, la surexpression de GILZ est corrélée à une expression plus faible de la cycline D1 

ainsi qu’à une phosphorylation réduite de la protéine pRB (la protéine du rétinoblastome). Ces deux 

protéines étant impliquées dans la progression du cycle cellulaire. L’inhibition de la prolifération est 

due à la capacité de GILZ à interagir avec différentes protéines de la voie de la signalisation ERK, que 

sont la petite protéine G Ras et Raf-1, un effecteur de Ras (Ayroldi et al., 2007; Beaulieu and Morand, 

2011). L’inhibition de la voie ERK par GILZ provoque une inhibition de la prolifération cellulaire dans 

les cellules COS-7. Elle repose sur des interactions physiques avec Ras et Raf-1 (Ayroldi et al., 2007). 

L’interaction de GILZ avec Raf-1 via son domaine N-terminal, a été démontrée dans les thymocytes 

murins et dans les cellules COS-7 (figure 45) (Ayroldi et al., 2007; Ayroldi et al., 2002). GILZ peut 

également inhiber la prolifération en interagissant avec Ras, dans sa forme activée, au niveau de la 

TSC-box de GILZ. Cela a été observé in vitro et in vivo dans des cellules COS-7 et les hybridomes T 

3DO traités par la Dex (Ayroldi et al., 2007). Ces deux interactions ont pour conséquence une 

diminution de la phosphorylation de ERK, démontrée dans les cellules NIH 3T3 surexprimant GILZ 

(Ayroldi et al., 2007).  

GILZ peut également former un complexe trimérique avec Ras et Raf-1 (Ayroldi et al., 2007). 

Ce dernier coexiste avec les héterodimères GILZ/Ras et GILZ/ Raf-1. Il a été montré que le complexe 

trimérique et le complexe GILZ/Ras inhiberaient en aval les voies de la signalisation ERK et PI3K-

Akt/PKB, ce qui explique la diminution de l’expression de la cycline D1 ; tandis que l’hétérodimère 

GILZ/Raf-1 n’inhibe que la voie ERK (figure 48) (Ayroldi and Riccardi, 2009; Ayroldi et al., 2007). 

Les PI3Kinases appartiennent à une famille d'enzymes qui phosphorylent les lipides inositols des 

membranes en position 3 du groupe inositol (Stein and Waterfield, 2000).  Par son activité lipide 

kinase, la PI3Kinase entraîne la phosphorylation et l'activation de Akt/PKB, une sérine/thréonine 

kinase impliquée dans l'inhibition de l'apoptose (Brazil and Hemmings, 2001).   
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Figure 48 : Domaines d’interaction de GILZ avec Raf-1 et Ras. 

Il a récemment été montré dans des cellules endothéliales humaines que GILZ pouvait 

s’opposer à  l’activation de la kinase ERK, mais aussi des MAPKs p38 et JNK (Cheng et al., 2013). De 

plus, GILZ augmente dans ces cellules l’expression de MKP-1 (MAP kinase phosphatase-1), une 

phosphatase dont la fonction est de déphosphoryler les MAPKs (Cheng et al., 2013; Jeffrey et al., 

2007) .  

Ces observations montrent que GILZ pourrait être un acteur des effets antiprolifératifs des 

GCs. GILZ pourrait toutefois être impliqué dans la tumorigénèse. Une expression persistante de GILZ 

a été observée dans les macrophages infiltrant les tumeurs dans les lymphomes de Burkitt (Berrebi et 

al., 2003), dans les cellules épithéliales des cancers de l’ovaire (Redjimi et al., 2009), ainsi que dans 

des cellules dendritiques murines situées à proximité des tumeurs (Lebson et al., 2011). Le 

microenvironnement tumoral semble donc favoriser l’expression de GILZ. Des travaux expérimentaux 

ont montré par ailleurs qu’une expression stable de GILZ dans la lignée de tumeur ovarienne BG-1 

augmente leur prolifération (Redjimi et al., 2009). Une croissance tumorale plus rapide est 

également observée chez les souris ayant reçu des cellules BG-1 surexprimant GILZ (Gaudin et al., 

2011).  Ces travaux suggèrent que l’expression de GILZ dans les cellules tumorales favorise leur 

prolifération, et que son expression dans les cellules dendritiques contribuerait à la tolérisation des 

tumeurs par le système immunitaire. 

 

3.3.1.2 Les effets de GILZ sur la cellule dendritique : vers l’induction de la tolérance 

immunitaire 

La tolérance immunitaire est l’absence de réponse à un antigène. Ses principaux effecteurs 

sont les CD tolérogènes et les lymphocytes T régulateurs. Lorsqu’elle est induite au cours d’une 

réaction inflammatoire, elle peut être considérée comme un mécanisme anti-inflammatoire. La 

présentation de l’antigène par les cellules dendritiques mène soit à une réponse immunitaire 

adaptative soit à une tolérance. Cela dépend en partie de l’environnement de la cellule dendritique 

au moment de la capture de l’antigène (produits bactériens ou viraux, cytokines, nécrose 

cellulaire…). Si la capture a lieu en présence de signaux de danger, les PAMPs ou les DAMPs, 
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l’orientation se fait vers une réponse immunitaire adaptative avec une production de lymphocytes T 

effecteurs. En l’absence de signaux de danger ou en présence de cytokines comme l’IL-10 ou le TGF-

β, l’orientation se fait vers la tolérance avec la production de lymphocytes T régulateurs.  

Les GCs, l’IL-10 et le TGF-β induisent l’expression de GILZ ex vivo dans les cellules 

dendritiques (Berrebi et al., 2003; Cohen et al., 2006). Tout récemment, la photothérapie 

extracorporelle a également induit l’expression de GILZ dans la cellule dendritique (Futterleib et al., 

2013). GILZ semble participer à l’équilibre entre l’induction de la tolérance de la réponse 

immunitaire. En effet, dans les cellules dendritiques humaines, l’expression de GILZ favorise la 

polarisation vers un phénotype tolérogène qui se traduit par une diminution de l’expression  du TLR2 

et des molécules CMH de classe II, CD80,  CD83, CD86, CD40 et par une augmentation des molécules 

dotées d’une activité régulatrice négative comme B7-H1/PD-L1 et ILT-3 (Immunoglobulin-like 

transcript 3) (Cohen et al., 2006; Futterleib et al., 2013). Ces molécules de surface sont impliquées 

dans l’interaction et l’activation des LT. Les cellules dendritiques exprimant GILZ ont également une 

production d’IL-10 augmentée (Cohen et al., 2006). Ces résultats suggèrent que la présence de GILZ 

dans les cellules dendritiques leur confère un phénotype « tolérogène ». L’expression de GILZ a été 

montrée comme nécessaire et suffisante afin d’obtenir le phénotype d’une cellule dendritique 

tolérogène au moyen des techniques de surexpression ou d’invalidation par des siRNA (Cohen et al., 

2006; Hamdi et al., 2007a). Dernièrement, ces résultats ont été confirmés dans les cellules 

dendritiques humaines dérivées de monocytes exprimant GILZ après une stimulation par des 

protéases d’Aspergilus Oryzae, de l’IL-10 ou de la Dex (Zimmer et al., 2012). Ainsi, GILZ est proposé 

comme un marqueur de la cellule dendritique tolérogène. L’expression de GILZ dans la cellule 

dendritique semble finement régulée. Récemment, il a été montré que le récepteur nucléaire 

corégulateur DC-SCRIPT (transcrit spécifique de la cellule dendritique) module négativement 

l’induction de GILZ par les GCs en interagissant physiquement avec le GR. DC-SCRIPT en modulant 

l’expression de GILZ représente un important modulateur de la biologie de la cellule dendritique, en 

la programmant vers l’immunité ou la tolérance (Hontelez et al., 2013). De plus, l’expression de GILZ 

par les cellules dendritiques humaines traitées par la DEX ou surexprimant GILZ  génère des 

lymphocytes T CD4+ mémoires exprimant le facteur de transcription FOXP3, la molécule CD25, l’IL-10 

et le CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte Antigen 4). Ces  lymphocytes T sont capables d’inhiber la 

prolifération des lymphocytes T CD4 et LT CD8 en réponse à un antigène. Leur fonction suppressive 

repose sur  l’IL-10.  

Favoriser la tolérance et donc chercher à induire GILZ dans la cellule dendritique pourrait 

être une cible thérapeutique dans certaines maladies comme l’allergie (Zimmer et al., 2012) ou 

encore la transplantation (Krzysiek, 2010). Au contraire, dans le cas de cancer, la tolérance à la 

tumeur doit être évitée. Une stratégie d’invalidation de GILZ au sein des cellules dendritiques 

utilisées en tant que vaccins anti tumoraux a donc été proposée (Cathelin et al., 2013; Lebson et al., 

2011). L’invalidation de GILZ dans des cellules dendritiques matures diminue l’expression de PD-L1, 

un autre marqueur de la tolérance. Ceci permet d’augmenter les LT effecteurs et d’améliorer la 

survie des souris ayant une tumeur (Lebson et al., 2011). 
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3.3.1.3 Un régulateur de la survie 

GILZ, protéine pro-apoptotique 

GILZ est capable de moduler l’apoptose des cellules hématopoïétiques. Dans le thymus, 

l’expression de GILZ est fortement augmentée par les GCs. Les thymocytes sont sensibles à 

l’apoptose induite par les GCs au cours de la sélection thymique. Il a été démontré que GILZ exerce 

les mêmes effets que les GCs sur l’apoptose des thymocytes (Delfino et al., 2004). En effet, les 

thymocytes des souris transgéniques, surexprimant GILZ dans le lignage T, sont plus sensibles à 

l’apoptose spontanée par rapport aux thymocytes de souris sauvages. Dans ces thymocytes la 

surexpression de GILZ serait corrélée à une diminution de l’expression de la protéine anti-

apoptotique Bcl-XL, ainsi qu’à une augmentation de l’activité des caspases-8 et -3 (Delfino et al., 

2004). GILZ augmente donc l’apoptose des thymocytes murins.  

Récemment une activité pro-apoptotique de GILZ a aussi été mise en évidence dans des 

lignées de leucémie myéloïde murines et humaines exprimant l’oncogène Bcr-Abl (Joha et al., 2012). 

GILZ dans ce modèle se lie de manière spécifique au facteur mTORC2 et non mTORC1, entraînant  

l’inhibition d’Akt (figure 46).  Les voies mTOR (mammalian target of rapamycin) rassemblent des 

enzymes de la famille des sérine/thréonine kinases qui régulent la prolifération cellulaire, 

la croissance cellulaire, la mobilité cellulaire, la survie cellulaire, la synthèse protéique et 

la transcription. La voie mTORC2 en particulier contrôle l’activation de la kinase Akt, en 

phosphoryalant la sérine 473, stimulant la phosphorylation d'Akt sur la threonine 308 par PDK1 

(Phosphoinositide-dependent kinase-1) et conduit à l'activation d'Akt (Sarbassov et al., 2005). La 

kinase Akt en particulier peut engendrer la survie cellulaire de trois façons différentes: par la 

régulation des gènes de la famille Bcl-2 ou des caspases via des phosphorylations directes 

(phosphorylation de Bad, de la caspase-9), par l'induction transcriptionnelle de gènes impliqués dans 

la survie cellulaire via l'activation de NF-кB et l'inactivation de GSK-3 et par la répression 

transcriptionnelle de gènes pro-apoptotiques via la phosphorylation de facteurs de transcription 

séquestrés dans le cytoplasme (Zhang et al., 2013). L’inhibition d’Akt par GILZ dans ces cellules 

entraîne une activation de FOXO3 et une augmentation de l’expression de Bim, conduisant à 

l’inhibition de la survie cellulaire (Joha et al., 2012). Le mécanisme exact de l’interaction n’a pas 

encore été décrit.  

GILZ, protéine anti-apoptotique 

 A l’inverse, GILZ a été décrit comme inhibiteur de l’apoptose dans les LT matures. D’une 

part, l’apoptose induite par l’AICD (Activation-Induced Cell Death) est inhibée dans les LT 

surexprimant GILZ. La stimulation répétée du TCR par un antigène sensibilise les LT activés à 

l’apoptose appelée AICD.  Ce phénomène est appelé « exclusion mutuelle » et les GCs en protègent 

les LT (Zacharchuk et al., 1990). L’AICD a lieu en présence d’IL-2 et implique le récepteur de mort Fas, 

qui est activé par la fixation de son ligand (FasL) et par la répression de l’inhibiteur de la caspase-8, 

FLIP (flice inhibitory protein). Le promoteur de Fas L contient des sites de liaison pour les facteurs NF-

кB et AP-1 notamment.  La surexpression de GILZ dans des clones d’hybridome T murins 3DO les rend 

résistants à l’apoptose induite par un anticorps anti-CD3 (D'Adamio et al., 1997). La surexpression de 

GILZ dans les LT est associée à une réduction de l’activité transcriptionnelle des facteurs AP-1 et NF-

кB, à l’origine d’une diminution de l’expression du couple Fas/FasL (Ayroldi et al., 2001; Mittelstadt 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=S%C3%A9rine/thr%C3%A9onine_kinase&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prolif%C3%A9ration_cellulaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Croissance_cellulaire
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mobilit%C3%A9_cellulaire&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Survie_cellulaire&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Synth%C3%A8se_prot%C3%A9ique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Akt1
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide-dependent_kinase-1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Akt1
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and Ashwell, 2001). GILZ interagit par sa région N-terminale avec les composants C-Fos et C-Jun du 

facteur de transcription AP-1 dans les hybridomes T, inhibant leur liaison à l’ADN et leur activité 

transcriptionnelle (Mittelstadt and Ashwell, 2001). L’inhibition d’AP-1 entraîne d’une part la 

diminution de la production d’IL-2 et de l’expression du récepteur de l’IL-2 (IL-2Rα) et d’autre part 

l’inhibition de l’expression de FasL induite par la stimulation du TCR (Mittelstadt and Ashwell, 2001). 

GILZ interagit également physiquement avec la sous-unité p65 de NF-кB, ce qui participe à la 

diminution de l’expression de FasL. Nous développerons l’inhibition de cette voie dans les effets anti-

inflammatoires. GILZ peut aussi réguler AP-1 (cJun et cFos) de manière indirecte par le biais de 

l’inhibition des voies Ras/Raf et MAPKs, comme nous l’avons évoqué dans la partie précédente 

(Ayroldi et al., 2002). En effet, GILZ agit en amont de la voie d’activation d’AP-1 en interagissant avec 

la sérine thréonine kinase Raf-1 in vitro, mais aussi in vivo dans les thymocytes murins traités par la 

Dex (Ayroldi et al., 2002). Cette interaction physique empêche la  phosphorylation de Raf-1, 

entraînant la suppression de la phosphorylation des MKK1/2 (mitogen-activated protein kinase 

kinase) et de ERK, responsables de l’activation de c-Fos. 

D’autre part, GILZ peut retarder l’entrée en apoptose des LT déprivés en facteur de 

croissance. Au sein du laboratoire, nous avons montré que l’induction de GILZ dans les CTLL-2 suite à 

la déprivation en IL-2, permettait de diminuer l’expression de la protéine BIM, et de ralentir l’entrée 

en apoptose. GILZ inhibe en effet l’activité transcriptionnelle de FOXO3, responsable de l’induction 

de BIM (Asselin-Labat et al., 2004). De manière intéressante, il est à noter que l’inhibition des 

facteurs de transcription FOXO a lieu sans interaction physique, mais par un mécanisme de 

relocalisation dépendant de Crm-1 (chromosome region maintenance 1) (Latre de Late et al., 2010).  

Il est également intéressant d’observer que selon les types cellulaires, GILZ exerce sur FOXO3 

des différents effets. Il l’inhibe dans les HL-60 en le relocalisant au niveau cytoplasmique et l’active 

dans des lignées de leucémie myéloïde murine et humaine exprimant Bcr-Abl en inhibant la voie 

mTOR. 

3.3.1.4 Les effets sur la différenciation 

L’implication de GILZ a été également décrite dans l’ostéogénèse, la myogénèse et la 

spermatogénèse.           

GILZ, inhibiteur de l’adipogénèse en faveur de l’ostéogénèse                                   

 Les GCs sont impliqués dans la différenciation des MSC (figure 48). Le développement des 

ostéoblastes et des adipocytes à partir des MSCs est mutuellement exclusif : l’adipogénèse est 

bloquée lorsque les MSCs se différencient en ostéoblastes. Les GCs favorisent l’adipogénèse et 

induisent l’expression de la protéine C/EBP-δ(CCAAT/Enhancer Binding Protein δ) qui se fixerait sur 

des sites spécifiques C/EBP placés en tandem dans le promoteur de ppar-γ2 (peroxisome proliferator-

activated receptor gamma) et induiraient la transactivation de ce gène (Shi et al., 2000). Ils induisent 

aussi l’expression de GILZ dans les MSCs. Paradoxalement, GILZ inhibe l’adipogénèse des cellules 

mésenchymales en se liant au site C/EBP présent sur le promoteur de pparγ2, inhibant ainsi sa 

transcription (Shi et al., 2003) (figure 48). GILZ se comporte ici comme un régulateur transcriptionnel, 

alors qu’il n’est pas un facteur de transcription. Bien qu’il ne présente pas de domaine de liaison à 

l’ADN, il serait capable de s’y fixer pour jouer un rôle de répresseur transcriptionnel dans les 



Introduction – GILZ 

122 
 

adipocytes. Ce travail montre également que GILZ peut s’opposer à l’effet des GC dans la 

différenciation des adipocytes (Shi et al., 2003) (figure 49). L’induction de GILZ pourrait être donc un 

mécanisme de rétrocontrôle induit par les GCs afin de réguler la différenciation des adipocytes en 

réponse aux GCs. Ce rétrocontrôle négatif, médié par GILZ, favoriserait l’ostéogénèse (Shi et al., 

2003). Récemment la même équipe a montré que GILZ s’opposait aux effets inhibiteurs du TNF-α sur 

la différenciation des cellules souches mésenchymateuses (He et al., 2012). GILZ, en diminuant la 

phosphorylation de ERK induite par le TNF-α, bloque l’inhibition de deux régulateurs essentiels de 

l’ostéogénèse (osterix, Osc et Runt-related transcription factor 2, Runx2), favorisant ainsi la 

différenciation en ostéoblastes (He et al., 2012). 

 
Figure 49 : Dualité des effets de GILZ et des GCs dans l’orientation de la différenciation des cellules souches 
mésenchymateuses (MSC). Les GCs induisent les protéines C/EBP-δ et GILZ, qui induisent ou répriment le gène ppar-γ2, 
favorisant l’adipogénèse ou l’ostéogénèse. 

Les capacités à GILZ de se lier à l’ADN n’ont été décrites que dans les adipocytes. Cela laisse 

entrevoir que GILZ possède des effets différents selon les types cellulaires. Les pages suivantes 

illustrent cela. De plus, la fixation à l’ADN nécessite une présence nucléaire de GILZ, ce qui appuie 

l’originalité du mécanisme décrit. 

GILZ, inhibiteur de la myogénèse 

Les GCs interviennent aussi dans la régulation de la myogénèse. L’induction de l’expression 

de GILZ et de L-GILZ dans la lignée myoblastique C2C12 par la Dex est associée à une inhibition de la  

différenciation myogénique (Bruscoli et al., 2010). GILZ est capable d’interagir physiquement avec le 

facteur de transcription MyoD, ainsi qu’avec HDAC1 (Histone deacetylase 1), et donc de diminuer 

l’expression de la Myogénine. GILZ pourrait ainsi participer à l’effet inhibiteur de la myogénèse par 

les GCs (Bruscoli et al., 2010). La localisation de GILZ n’est pas discutée dans l’article, GILZ étant 

décrit principalement cytoplasmique et HDAC1 nucléaire. 

GILZ, inhibiteur de la spermatogénèse 

Tous les isoformes de GILZ contrôlent la spermatogénèse murine (Suarez et al., 2012). 

Particulièrement, l’isoforme L-GILZ est fortement exprimée dans les spermatocytes primaires, les 

spermatogonies et dans les testicules murins. Les souris transgéniques GILZ KO présentent une perte 
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totale de leurs lignées germinales durant les premiers cycles de la spermatogénèse, provoquant la 

stérilité des mâles. Le défaut de spermatogénèse serait lié à une augmentation de la prolifération et 

à une différenciation aberrante des spermatogonies en relation avec une hyperactivité de Ras et une 

augmentation de la phosphorylation d’ERK et d’Akt. Du fait de l’accumulation des dommages 

chromosomiques, les spermatogonies ne se différencient pas au-delà de la prophase de la division 

mitotique et sont touchées par une apoptose massive (Bruscoli et al., 2012). Une hyper activation de 

l’activité transcriptionnelle de FOXO1 a également été décrite dans les cellules souches des 

spermatogonies. Cette dernière entraîne une accumulation de protéines cibles de FOXO1 comme 

BIM, une protéine pro-apoptotique (Ngo et al., 2013). Ces résultats suggèrent que GILZ contrôle les 

premiers cycles de la spermatogénèse en inhibant les voies ERK et AKT et le facteur de transcription 

FOXO1. Récemment une étude australienne et américaine portant sur une centaine d’hommes 

souffrant de stérilité a cherché à étudier des variants du gène gilz (Jamsai et al., 2013). Aucun 

polymorphisme de GILZ n’a pour le moment été associé à l’infertilité. 

3.3.1.5 Deux rôles exotiques de GILZ  

GILZ, modulateur des canaux sodiques 

Des travaux ont démontré un lien entre l’expression de GILZ et la régulation du transport de 

sodium. L’aldostérone stimule l’expression de GILZ dans les cellules épithéliales rénales. L’induction 

de l’expression de GILZ est associée à une augmentation de l’expression de la sous-unité α des 

canaux sodiques (ENaC) à la surface des cellules épithéliales rénales (Robert-Nicoud et al., 2001). En 

inhibant la voie ERK, GILZ augmente l’expression des ENaC à la surface de la cellule et stimule le 

transport de sodium à travers ces canaux (Soundararajan et al., 2005). GILZ protège également SGK1 

(Serum- and Glucocorticoid-induced Kinase 1) de la dégradation par le protéasome ERAD (ER-

associated degradation system) en interagissant physiquement avec cette kinase. La stabilisation de 

SGK1 favorise l’expression des ENaC (Soundararajan et al., 2010). 

GILZ, impliqué dans la dépression 

En marge des maladies inflammatoires, une dérégulation de l’expression de GILZ a été 

décrite dans des cas de dépression chez l’homme. Une diminution de l’expression de GILZ dans les 

cellules sanguines a été proposée comme un biomarqueur des changements de volume de 

l’hippocampe impliqué dans des maladies comme le désordre dépressif majeur. Une corrélation 

entre la diminution de l’expression de GILZ et l’augmentation de l’expression de l’IL-6 a été décrite. 

GILZ pourrait donc être utilisé comme bio marqueur et/ou cible thérapeutique (Frodl et al., 2012). 

Une diminution de l’expression de gilz a d’ailleurs été décrite dans certaines régions du cerveau de 

personnes suicidées. Cela serait à mettre en lien avec une dérégulation de l’expression du GR 

(Pandey et al., 2013). 

GILZ exerce donc des fonctions variées principalement par des interactions physiques (figure 

50). Des nouveaux interactants sont décrits fréquemment. L’étude de l’interactome de GILZ serait 

sans doute une merveilleuse source pour découvrir de nouvelles fonctions de GILZ. Néanmoins ces  

partenaires sont récurrents. L’inhibition de Ras/Raf et NF-кB a été largement décrite et entraîne des 

effets différents selon le type cellulaire. Cependant une fonction de GILZ semble commune au sein 

des cellules hématopoïétiques : des fonctions anti-inflammatoires.  
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Figure 50 : Représentation schématique de certaines fonctions de GILZ : en rouge les inhibitions liées à GILZ reposant sur 
des interactions physiques et en violet celle dont le mécanisme passe par une autre voie (Fan and Morand, 2012). 

3.3.2 GILZ, une protéine anti-inflammatoire 

Les GCs sont des molécules ayant des propriétés anti-inflammatoires et GILZ mime en partie 

leurs effets. GILZ a un rôle particulier dans la régulation de la réponse immunitaire et diminue 

l’inflammation (figure 49).  

3.3.2.1 Les effets anti-inflammatoires au niveau moléculaire : inhibition du facteur de 

transcription NF-κB  

Le facteur de transcription NF-кB contrôle la transcription de nombreux gènes pro-

inflammatoires tels que l’il-6, l’il-8, le tnf-, la cyclo-oxygenase 2 (cox2), mip-1  (Macrophage 

Inflammatory Protein 1α) ou rantes (Regulated on Activation Normal T cell expressed and secreted). 

Dans la lignée monocytaire humaine THP-1, GILZ inhibe l’expression des molécules de co-stimulation 

CD80/CD86, la production des chimiokines RANTES, aussi appelée CCL5,  MIP-1α, aussi appelée CCL3,  

ainsi que l’expression de TLR-2, en réponse à une stimulation par l’IFN-γ ou le LPS (Berrebi et al., 

2003; Cohen et al., 2006). La production des chimiokines RANTES et MIP1α est également diminuée 

en présence de GILZ, lorsqu’elle est induite par la Dex ou l’IL-10, dans les cellules dendritiques 

humaines dérivées de monocytes (Cohen et al., 2006). L’inhibition des cytokines et d’enzymes pro-

inflammatoires par GILZ a été décrite dans différents types cellulaires. GILZ, induit par les GCs dans 

les cellules souches mésenchymateuses murines dérivées de la moelle osseuse, est capable d’inhiber 

l’expression de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), induite par les cytokines pro-inflammatoires IL-1β et 

TNF-α, en régulant l’activité de NF-кB (Yang et al., 2008). GILZ empêche l’expression de cytokines pro 
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inflammatoires telles que l’IL-6 et TNF-α ainsi que des molécules de co-stimulation en réponse au LPS 

dans des macrophages murins (Berrebi et al., 2003; Cohen et al., 2006). De plus, dans les cellules 

épithéliales pulmonaires humaines, GILZ inhibe NF-кB et empêche la production de l’IL-8 induite par 

l’IL-1β (Eddleston et al., 2007).  

Tous ces effets s’appuient sur l’interaction physique largement décrite de GILZ avec p65 

(Ayroldi et al., 2001). En effet lors de la stimulation du TCR, GILZ interagit directement avec la sous-

unité p65 du facteur NF-кB, le séquestre dans le cytoplasme et inhibe son activité transcriptionnelle 

dans les cellules 3DO (Ayroldi et al., 2001). L’équipe de Riccardi a montré que GILZ interagissait avec 

NF-кB in vitro et in vivo par sa région riche en prolines (entre les acides aminés 121 et 123) et que son  

domaine leucine zipper  (permettant l’homo dimérisation) pourrait également jouer un rôle dans 

cette interaction (Di Marco et al., 2007). Dans des cellules endothéliales humaines, GILZ inhibe NF-кB 

sans interagir physiquement avec p65 (Cheng et al., 2013). Le mécanisme n’est pas encore décrit, 

mais une surexpression de MKP-1 serait impliquée (Cheng et al., 2013). Des peptides dérivés de la 

zone riche en proline de GILZ interagissant avec p65, (présentant la même affinité que GILZ pour p65) 

ont été utilisés avec succès comme anti-inflammatoires dans plusieurs modèles murins que nous 

allons détailler par la suite (Srinivasan and Janardhanam, 2011). 

3.3.2.2 Les effets de GILZ dans la réponse des lymphocytes T 

Les modèles in vitro  

Les GCs jouent un rôle dans la régulation physiologique du développement de la réponse 

immunitaire. En plus de contribuer à la sélection thymique (Hoffman et al., 1996),  ils régulent  

également la production de cytokines par les lymphocytes T (LT) en modulant la différenciation vers 

des effecteurs T helper-1 (Th-1) et T helper-2 (Th-2)  (Riccardi et al., 2001). Les GCs inhibent les 

réponses immunes cellulaires de type Th-1 mises en jeu dans les réactions d’hypersensibilité 

retardée (HSR). Cette différenciation sera déterminée par l’environnement cytokinique, le type de 

stimulus, la force et la durée du complexe TCR/CD3 (Daynes and Araneo, 1989). La voie Th-1 

permettant une réponse immunitaire cellulaire est favorisée par la production de l’IL-2 et de l’INF-γ 

car ces cytokines permettent l’induction et le maintien de T-bet, facteur de transcription spécifique 

de les LT Th-1 (Lighvani et al., 2001). Par contre, la voie Th-2 sera favorisée par la production de l’IL-4 

car son récepteur permet l’induction de GATA-3, facteur de transcription nécessaire à la voie Th-2 

(Zhu et al., 2004). La réponse humorale sera alors favorisée.  

Des travaux réalisés chez les souris transgéniques surexprimant GILZ dans les LT CD4 ont 

démontré que la voie Th-2 était favorisée. Les LT CD4 de ces souris, stimulés in vitro par des anticorps 

anti-CD3 et anti-CD28, sécrètent d’avantage de cytokines de type Th-2, telles que l’IL-4, l’IL-13 et l’IL-

10, et moins de cytokines de type Th-1 telle que l’IFN-γ (Cannarile et al., 2006). La surexpression de 

GILZ dans les LT favorise les  réponses de type Th-2 en augmentant l’expression des facteurs de 

transcription GATA-3 et Stat-6 (associés au profil Th-2) et en diminuant celle de T-bet, lequel est 

associé au profil Th-1 (Cannarile et al., 2006).  

Les modèles in vivo 

Le rôle protecteur de GILZ dans les maladies inflammatoires impliquant les LT a été mis en 

évidence chez la souris dans des modèles de colite induite par le DNBS (Acide dinitrobenzène 
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sulfonique) (Cannarile et al., 2009; Cannarile et al., 2006) et de lésions de la moelle épinière (Esposito 

et al., 2012). 

 Les modèles inflammatoires ont été mis en place chez des souris transgéniques 

surexprimant GILZ dans le lignage T.  Les différents résultats ont montré que la présence de GILZ 

protège les souris de l’inflammation. Ainsi, la colite induite par le DNBS est moins sévère chez les 

souris surexprimant GILZ que chez les souris témoins. La diminution des lésions intestinales 

observées en présence de GILZ est associée à l’inhibition de la production de TNF-α, d’IFN-γ et d’IL-

1β par les LT et à une plus faible infiltration tissulaire (Cannarile et al., 2009; Cannarile et al., 2006). 

Les animaux transgéniques sont également moins sensibles au développement de lésions 

inflammatoires de la moelle épinière induite par compression entre les vertèbres T6-T7. Les souris 

sur exprimant GILZ présentent  une infiltration inflammatoire de LT plus faible et une diminution de 

la production locale de molécules pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, iNOS) (Esposito et al., 2012). 

Dans ces 2 modèles d’inflammation, GILZ agit en inhibant l’activation de NF-кB.  

Les effets anti-inflammatoires de GILZ ont également  été caractérisés dans un modèle de 

sclérose en plaque chez la souris. L’administration d’un peptide de GILZ (GILZ-P), reprenant la zone 

d’interaction avec p65, protège des souris dans un modèle d’Encéphalomyélite Auto-immune 

Expérimentale (EAE) induite par une administration unique d’une protéine antigénique R-EAE. La 

prolifération des lymphocytes CD4+ restimulés in vitro est diminuée lorsque les souris ont reçu la 

protéine GILZ ou le peptide par voie intrapéritonéale. Il est en outre observé une diminution de la 

sécrétion des cytokines IL-12 et IFN-γ et une augmentation de la production d’IL-10 par ces cellules 

(Srinivasan and Janardhanam, 2011). Une diminution de la réponse Th-1 est donc observée, ce qui 

limite la réponse cellulaire et donc l’inflammation. De plus, le faible poids moléculaire du peptide 

GILZ (GILZ-P) en fait une molécule prometteuse en tant qu’inhibiteur spécifique de NF-кB. Il a 

également été montré qu’un antagoniste du CD80, qui inhibe le développement d’EAE chez la souris, 

induisait GILZ dans les LT CD4+ (Dudhgaonkar et al., 2009). GILZ pourrait ainsi sans doute participer 

aux effets des antagonistes du CD80 et représenter une cible thérapeutique dans le cas de la sclérose 

en plaque. 

 L’effet anti-inflammatoire direct de GILZ a été montré pour la première fois in vivo, chez des 

souris déficientes en IL-10. Ces souris auxquelles une protéine de fusion TAT-GILZ a été administrée 

par voie sous-cutanée deviennent moins sensibles à l’induction de colite par le DNBS en comparaison 

aux souris contrôles. La réduction des dommages des tissus intestinaux est associée à l’inhibition de 

la production du TNF-α, de l’IFN-γ et de l’IL-1β dans les lymphocytes T CD4+ provenant de souris 

transgéniques GILZ traitées avec le DNBS. Cette protection par GILZ entraîne une réduction de la 

réponse  immune Th-1 (Cannarile et al., 2009). Cela a été également illustré dans le cas d’un modèle 

induisant une réponse Th-1, l’hypersensibilité retardée (HSR) : la surexpression de GILZ dans les LT 

s’oppose à la mise en place de l’HSR. Inversement, dans un modèle de souris invalidée pour GILZ, on 

retrouve une augmentation de la production d’INF-γ et une réponse exacerbée au modèle de l’HSR 

(Ngo et al., 2013). De manière similaire, GILZ exacerbe une réponse Th2 dans un modèle 

d’inflammation pulmonaire induite par la bléomycine et entraîne une fibrose pulmonaire plus sévère 

(Cannarile et al., 2006).  

De manière surprenante, chez ces souris invalidées pour GILZ, une activation des LT Th-17 a 

été mise en évidence.  En effet la production d’IL-17 était augmentée en absence de GILZ (Ngo et al., 
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2013). Les LT Th17 sont des lymphocytes effecteurs impliqués notamment dans l’homéostasie 

intestinale. GILZ en contrôlant l’expression de l’IL-17 et/ou l’orientation du profil Th-17 pourrait ainsi 

avoir un rôle anti-inflammatoire. 

Les effets anti-inflammatoires de GILZ ont également été décrits dans le cas du sepsis, dans 

un modèle d’inflammation induite par le LPS (Pinheiro et al., 2013). L’inflammation résultant de 

l’injection de LPS au niveau du péritoine à des doses normalement létales, ne l’était plus pour des 

souris ayant été traitées par le plasmide pES34-TAT-Gilz, codant pour la TAT-GILZ. La souche de souris 

SPRET/Ei est résistante au sepsis. L’équipe de Libert a cherché à comprendre quel gène est impliqué 

dans cette résistance et a mis en évidence le rôle de GILZ (Pinheiro et al., 2013). Un autre modèle de 

sepsis a montré qu’un stress induit par contention physique, favorisant l’expression de GILZ  dans les 

macrophages péritonéaux, permettait une meilleure résistance au sepsis (Wang et al., 2008). Dans 

un modèle murin d’inflammation induite par le LPS administré en intra péritonéale, GILZ, dont 

l’expression est induite par les GC, inhibe la production de TNF-α et d’IL-6, en diminuant l’activité de 

NF-кB et l’activation de la voie ERK (Yang et al., 2009). Chercher à induire GILZ semblerait donc une 

cible dans le traitement du sepsis.   

GILZ pourrait être un immuno régulateur dans le traitement de la sclérose en plaque, les 

maladies inflammatoires de l’intestin et la polyarthrite rhumatoïde. Une étude originale donne un 

autre regard sur l’effet de GILZ sur la réponse T. En effet, GILZ a été montré comme clef dans le 

développement du virus  IBDV (Infectious Bursal Disease Virus) chez le poulet. En effet, ce virus se 

développe en inhibant la réponse Th-1 et la production d’INF-γ par un mécanisme dépendant de GILZ 

(Li et al., 2013). Donc dans le cas des infections virales, les effets immunosuppresseurs de GILZ 

seraient plutôt une cible à inhiber. 

 

3.3.2.3 Les effets de GILZ dans les pathologies inflammatoires 

La dérégulation de l’expression de GILZ dans des pathologies inflammatoires  

Chez l’homme, le rôle de GILZ dans des pathologies inflammatoires a également été décrit.  

L’hépatite alcoolique se caractérise par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les 

monocytes et les cellules de Kupffer. Perlemuter et collaborateurs ont observé une plus faible 

expression de gilz dans le foie des patients atteints de l’hépatite alcoolique par rapport à un groupe 

de patients alcooliques sans hépatite (Hamdi et al., 2007a).  

 Dans le cas de la rhinosinusite chronique chez l’homme, l’expression de gilz est également 

diminuée dans les cellules de la muqueuse sino-nasale. Une corrélation négative a été mise en 

évidence entre l’expression de gilz et l’intensité de l’inflammation. Ceci suggère que la perte de 

l’expression de gilz entraîne une augmentation de l’inflammation (Zhang et al., 2008). La diminution 

de l’expression de gilz serait expliquée par des concentrations élevées d’TNF-α et IL-1β. Dans cette 

étude, GILZ a d’ailleurs été proposée comme un bio marqueur de la réponse à la chirurgie, une 

diminution de l’expression de gilz étant associée à une résistance au traitement.  

Enfin chez des patients atteints de la maladie de Crohn, un défaut d’expression de GILZ a été 

observé dans les macrophages. Contrairement aux macrophages non inflammatoires situés à 

l’extérieur des granulomes, les macrophages activés et localisés à l’intérieur des granulomes de ces 

http://cochrane.fr/index.php?option=com_k2&view=item&id=4024&recherche=&Itemid=537
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patients n’expriment pas GILZ. Ceci suggère que l’absence de GILZ permettrait l’expression des 

fonctions pro-inflammatoires des macrophages dans cette maladie (Berrebi et al., 2003).  

L’implication de GILZ dans les maladies auto-immunes a également été démontrée, GILZ 

semblant agir sur la composante inflammatoire de ces pathologies.  

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie auto-immune pouvant être traitée par les 

GCs. Ceux-ci exercent leurs effets anti-inflammatoires en inhibant l’expression de cytokines 

inflammatoires comme l’IL-1β et le TNF-α et de diverses enzymes telle que la cyclo-oxygenase 2. 

Dans un modèle murin d’arthrite induite par le collagène (CIA), le traitement des souris par les GCs 

s’accompagne d’une augmentation de l’expression de gilz dans les articulations et la rate (Beaulieu et 

al., 2010). A l’inverse, l’invalidation de gilz dans ce modèle, par l’administration de siRNA aux souris 

par la technique des lipoplexes, augmente la sévérité clinique et histologique de la CIA et l’expression 

synoviale de l’IL-1β. Ces données ont été confirmées ex vivo. L’expression de gilz est augmentée dans 

les synoviocytes de patients atteints de PR stimulés in vitro par la Dex. La surexpression de GILZ dans 

les synoviocytes inhibe l’expression de cytokines telles que l’IL-6 et l’IL-8 (Beaulieu et al., 2010). 

L’analyse de prélèvements de synovie montre que GILZ est exprimé en quantité plus importante chez 

des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde en comparaison aux donneurs sains. GILZ a ainsi été 

présenté comme un anti-inflammatoire endogène, induit indépendamment des GCs exogènes. Les 

cellules endothéliales dans les cas de polyarthrite rhumatoïde expriment fortement GILZ. 

L’expression de GILZ dans ces cellules diminue l’expression de la E-selectin, d’ICAM-1, de CCL-2, de 

CXCL-8 et de l’IL-6 (Cheng et al., 2013). La capacité de ces cellules à interagir avec les leucocytes 

(adhésion, roulement, et transmigration) en est donc diminuée. Cela s’explique par une inhibition de 

la voie NF-кB ayant lieu sans interaction physique avec p65, le mécanisme exact demeurant inconnu 

(Cheng et al., 2013). L’expression de GILZ dans les cellules endothéliales diminuerait ainsi le 

recrutement des leucocytes au niveau du site inflammatoire, ce qui représente un nouvel aspect des 

effets anti-inflammatoires de GILZ. 

Un traitement à long terme par des GCs induit une ostéoporose, ce qui limite l’utilisation des 

GCs dans le cas de la polyarthrite rhumatoïde. Comme nous l’avons vu précédemment GILZ au 

contraire favorise la différenciation des ostéoblastes en inhibant ppar-γ. L’étude in vivo de Beaulieu 

et collaborateurs, a montré que GILZ était en partie responsable des effets anti-inflammatoires des 

GCs.  Ces résultats in vivo supportent donc l’utilisation de GILZ comme cible thérapeutique dans la PR 

en reproduisant les effets des GCs (en diminuant la production de TNF-α) et favorisant l’ostéogénèse.  

GILZ, marqueur de réponse aux GCs et conséquences physiologiques 

 Chez des patients asthmatiques, une augmentation de GILZ a été observée dans l’épithélium 

bronchique et les cellules musculaires lisses après une corticothérapie inhalée (Kelly et al., 2012). 

Dans cette étude, l’association entre l’expression de gilz et l’amélioration de l’état des patients n’a 

pas été étudiée. Ces résultats mettent en évidence, d’une part le rôle anti-inflammatoire de GILZ en 

tant que médiateur de l’action des GCs dans les maladies inflammatoires et ils identifient d’autre 

part GILZ comme un marqueur de réponse aux GCs. L’utilisation des GCs dans le traitement de 

l’asthme est paradoxalement aussi à l’origine de dommage tissulaire (Liu et al., 2013b). Une récente 

étude a montré que l’induction de l’expression de GILZ en était en partie responsable. En effet, GILZ 
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exprimé dans les cellules épithéliales pulmonaires suite aux GCs inhibe la voie MAPK-ERK et s’oppose 

à la réparation tissulaire en inhibant la prolifération et la migration cellulaire (Liu et al., 2013b). 

Le traitement des patients atteints de l’hépatite alcoolique par des GCs induit une 

augmentation de l’expression de GILZ dans les monocytes (Hamdi et al., 2007a). A nouveau 

l’expression de GILZ chez ces patients peut permettre d’évaluer la réponse au GCs. Les monocytes 

exprimant GILZ sont moins sensibles au LPS. En réponse à une stimulation par du LPS d’Escherichia 

coli, elles sécrètent moins de cytokines pro inflammatoires telles que le TNF-α et RANTES/CCL5. 

L’utilisation de siRNA dirigés contre les ARNm de gilz a démontré le rôle de GILZ dans la 

désensibilisation des monocytes au LPS chez les patients sous corticothérapie (Hamdi et al., 2007a). 

Cibler l’expression de GILZ dans le cas de l’hépatite alcoolique permettrait donc de diminuer la 

sécrétion de cytokines pro inflammatoires. 

Enfin dans la fibromyalgie, l’expression de GILZ est diminuée (Macedo et al., 2007). Cela est à 

mettre en lien avec un défaut de signalisation des GCs et une diminution de l’expression du GR dans 

les PBMC. 

La limite des modèles expérimentaux de surexpression 

Les souris GILZ-KO ne présentent pas de déficit majeur dans des processus immunologiques 

ou des réponses inflammatoires (Suarez et al., 2012). En effet, des macrophages issus de souris KO 

produisent la même quantité de cytokines pro-inflammatoires après stimulation par le LPS (Suarez et 

al., 2012). Ces résultats peuvent sembler contradictoires avec les effets anti-inflammatoires décrits 

pour GILZ. Mais il faut considérer que GILZ est sans doute présent à l’état basal dans un macrophage, 

mais à des niveaux très faibles, pouvant expliquer l’absence de différence en réponse à un traitement 

LPS. De plus le LPS, en tant que ligand du TLR-4 déstabilise l’ARNm de gilz  (Hoppstadter et al., 2012). 

GILZ pour pouvoir exercer ses effets anti-inflammatoires doit être induit par l’environnement 

cellulaire (GCs exogènes ou endogènes, contexte inflammatoire, cytokines anti-inflammatoires 

comme l’IL-10 et le TGF-β). En effet, dans des souris déficientes pour GILZ, l’absence de GILZ 

endogène ne semble par altérer l’inflammation dans de nombreux modèles inflammatoires (modèle 

d’arthrite induite par le collagène (CIA) ou par le transfert de sérum K/BxN) (Ngo et al., 2013). 

L’invalidation du GILZ endogène dans des cellules endothéliales humaines ne module pas la 

production de cytokines en réponse au TNF-α (Cheng et al., 2013). La même observation est  faite 

dans des fibroblastes primaires humains, où l’invalidation de GILZ ne module pas les effets anti 

inflammatoires des GCs (Ngo et al., 2013), alors que sa surexpression induit une diminution de 

l’expression des cytokines (Beaulieu et al., 2010). 

Dans les modèles décrits précédemment, le GILZ exogène (induit par les GCs ou surexprimé) 

permet de diminuer l’inflammation. De manière surprenante, les GCs protègent autant des souris 

invalidées pour GILZ que des souris sauvages dans le cas de la CIA (Ngo et al., 2013). Une certaine 

redondance entre les effets des GCs et GILZ apparait ici. On peut pour cela prendre l’exemple de 

l’inhibition de NF-кB et AP1: les GCs exercent sur eux une transrépression, et GILZ les inhibe par 

d’autres interactions physiques. Cette redondance n’a pour le moment été étudiée que dans le cas 

de la PR. Il s’agit donc de prendre en compte les modèles mis en place et considérer  la localisation 

de l’expression de GILZ (locale ou systémique), ainsi que les niveaux d’expression (endogènes ou 

supra physiologiques). 
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Conclusions : 

L’ensemble de ces résultats a permis de confirmer le rôle essentiel de GILZ en tant que 

médiateur des effets immuno-suppresseurs et anti-inflammatoires des GCs. GILZ semble de plus en 

plus pouvoir également exercer ses fonctions de manière indépendante des GCs exogènes, mais il 

reste sans doute encore beaucoup à découvrir. GILZ exerce des fonctions différentes selon le type 

cellulaire et module les principales fonctions des cellules impliquées dans l’inflammation, à savoir les 

cellules épithéliales, endothéliales et hématopoïétiques (tableau XIV et figure 49). GILZ est 

également impliqué dans de nombreuses pathologies (tableau XV) et est proposé comme cible 

thérapeutique dans un nombre croissant de pathologies (tableau XVI).  

A ce jour dans la littérature, l’expression et les fonctions de GILZ n’ont encore jamais été 

étudiées dans le neutrophile, cellule clef de l’inflammation. C’est ce que nous nous proposons de 

faire dans le cadre de cette thèse. 

 
Tableau XV : Expression de GILZ dans diverses pathologies humaines et murines. PBMC= peripheral mononuclear cell 

Maladies Type cellulaire Etude Expression de 
GILZ 

Conséquences Références 

Maladie de 
Crohn 

Macrophages Clinique Diminuée Inflammation exacerbée (Berrebi et al., 
2003) 

Tuberculose Macrophages Clinique Diminuée Inflammation exacerbée (Berrebi et al., 
2003) 

Hépatite 
Alcoolique 

Cellules de 
Kupffer 
Monocytes 

Clinique Diminuée 
Induite par les 
GCs 

Inflammation exacerbée (Hamdi et al., 
2007a) 

Rhinosinusite 
chronique 

Sinonasal mucosa Clinique Diminuée Biomarqueur : Diminution de 
GILZ corrélée à  une 
résistance à la thérapie 

(Zhang et al., 
2009b) 

Lymphome 
de Burkitt 

Macrophages Clinique Augmentée Prolifération tumorale (Berrebi et al., 
2003) 

Cancer 
ovarien 

Cellules 
dendritiques 

Clinique Augmentée Prolifération tumorale 
Biomarqueur : Expression de 
GILZ  corrélée à celle de Ki67 
et à la gravité de la tumeur 

(Redjimi et 
al., 2009) 

Polyarthrite 
rhumatoïde 

Synoviocytes 
Cellules 
endothéliales 

Clinique  
Expérimentale 
(souris) 

Augmentée Anti-inflammatoire (Beaulieu et 
al., 2010) 

Sepsis Macrophages Expérimentale 
(souris) 

Surexpression 
protège 

Tolérance au LPS (Pinheiro et 
al., 2013) 

Asthme Epithélium 
bronchique 
Cellules 
musculaires lisses 

Clinique Induite par les 
GCs 

Inconnues (Kelly et al., 
2012) 

Trouble 
dépressif 
majeur 

PBMC Clinique Diminuée Biomarqueur : Diminution de 
GILZ corrélée à 
l’augmentation de l’IL-6 

(Frodl et al., 
2012) 

Fibromyalgie PBMC Clinique Diminuée Diminution de l’expression du 
GR 

(Macedo et 
al., 2007) 
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Tableau XVI : Différentes stratégies thérapeutiques en fonction de la pathologie 

Pathologies Stratégie   Références   

Maladies inflammatoires Favoriser l’expression de GILZ (Beaulieu et al., 2010) 

Allergie Favoriser l’expression de GILZ (Zimmer et al., 2012) 

Transplantation Favoriser l’expression de GILZ (Krzysiek, 2010) 

Myopathie Diminuer l’expression de GILZ (Bruscoli et al., 2010) 

Infections virales Diminuer l’expression de GILZ (Li et al., 2013) 

Cancer Diminuer l’expression de GILZ   (Lebson et al., 2011; Redjimi et al., 2009) 
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Présentation du travail 

Au cours de cette thèse, nous avons évalué le rôle de GILZ dans les fonctions et l’apoptose du 

PN lors de l’inflammation. De cet objectif principal, nous pouvons formuler deux objectifs 

secondaires : déterminer les mécanismes moléculaires de régulation de l’apoptose et du phénotype 

du PN par GILZ et les signaux inducteurs de GILZ dans le PN.  

Pour répondre à ces objectifs, nous avons développé une approche in vitro basée sur 

l’utilisation de PN humains isolés de poches de sang et les cellules de la lignée PLB-985 différenciée, 

ainsi qu’une approche in vivo basée sur un modèle murin. Une étude clinique a aussi été conduite 

afin de déterminer si GILZ est exprimé dans les neutrophiles circulants de patients atteints de SDRA. 

Ces deux approches complémentaires nous ont permis d’étudier les mécanismes inducteurs de GILZ 

et les conséquences fonctionnelles de l’expression de GILZ dans les PN, mais également d’observer 

des situations physiologiques et pathologiques au cours desquelles GILZ serait exprimé. 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux situations physiopathologiques où 

GILZ pouvait être exprimé et spécifiquement au syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA). Il 

s’agit d’un syndrome inflammatoire systémique à composante pulmonaire. Cette pathologie a retenu 

notre attention pour le caractère systémique de l’inflammation et surtout pour le rôle prépondérant 

que jouent les neutrophiles dans ce syndrome. Nous avons pu suivre l’expression de GILZ au sein des 

neutrophiles circulants de patients souffrant de SDRA. Le premier article présentera les résultats de 

l’étude clinique, illustrant que GILZ est exprimé dans des neutrophiles circulants de patients souffrant 

de SDRA. 

Nous avons ensuite voulu évaluer le rôle de GILZ dans les fonctions et le phénotype des PN. 

Comme il n’est pas possible de transfecter les neutrophiles sanguins, nous avons utilisé une lignée 

cellulaire différenciée en cellules « neutrophile-like », la lignée PLB-985. Elle a été établie en 1987, à 

partir du sang périphérique d’un patient atteint de leucémie aiguë promyélocytaire (Tucker et al., 

1987). Plusieurs modes de différenciation ont été publiés. Ainsi l’utilisation de sérum de veau fœtal 

et de diméthyl formamide (DMF) permettent l’optimisation de la dégranulation et de l’explosion 

oxydative des cellules après six jours de culture (Pedruzzi et al., 2002). Les cellules PLB-985 sont 

transfectables avant la différenciation (Bionda et al., 2004), et permettent d’obtenir en 5 jours de 

différenciation un grand nombre de cellules proches sur le plan phénotypique et fonctionnel des PN 

matures humains. La lignée PLB-985 est donc un modèle de choix pour évaluer le rôle de GILZ dans 

les PN par sur-expression. Nous avons produits des clones de cellules PLB-GILZ et PLB-Myc, clones 

contrôles. Leur caractérisation est présentée dans les résultats complémentaires et le second 

article, centré sur l’apoptose. En effet, la présence de GILZ dans ces cellules entraîne une apoptose 

dépendante des caspases, impliquant la voie mitochondriale. Cette apoptose s’explique notamment 

par une diminution de l’expression de Mcl-1. Ces résultats suggèrent que l’expression de GILZ dans 

les neutrophiles pourrait jouer un rôle potentiel dans la résolution de l’inflammation, ce que nous 

proposons d’évaluer in vivo.   

Les résultats obtenus in vitro sur les cellules PLB-985 surexprimant GILZ nous ont amené à 

nous poser la question du rôle de GILZ dans la résolution spontanée de l’inflammation. Le modèle de 
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l’ALI (Acute Lung Injury) ou inflammation pulmonaire aiguë induite par le LPS (lipopolysaccharide) se 

caractérise par un pic inflammatoire suivi d’une phase de résolution spontanée. Ce modèle 

correspond à un des modèles murins du SDRA, la pathologie humaine à laquelle nous nous 

intéressons dans l’étude clinique. Il est caractérisé par un recrutement massif et rapide de 

neutrophiles dans les alvéoles pulmonaires et par une résolution spontanée de l’inflammation 

observée environ 10 jours après l’instillation de LPS (D'Alessio et al., 2009). Nous utiliserons des 

souris dans lesquelles l’expression de GILZ a été invalidée dans les neutrophiles. Les premiers 

résultats de cette approche sont présentés dans les résultats complémentaires. 

Nous avons aussi cherché à comprendre les mécanismes inducteurs de l’expression de GILZ 

dans les PN, et les régulations possibles de son expression. Pour cela nous avons utilisé des 

neutrophiles primaires isolés du sang. Les principaux résultats obtenus seront présentés dans les 

résultats complémentaires. 
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Objectif du travail : 

GILZ (Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper) est une protéine possédant des propriétés anti-

inflammatoires et pouvant moduler la survie cellulaire, en favorisant ou retardant l’apoptose selon le 

type cellulaire étudiée (Beaulieu and Morand, 2011). Récemment GILZ a récent été décrit comme 

induit dans un contexte inflammatoire dans les synoviocytes de patients souffrant de polyarthrite 

rhumatoïde (Beaulieu et al., 2010). L’expression et le rôle de GILZ dans le PN n’ont encore jamais été 

étudiés. Le neutrophile est une cellule clef des mécanismes inflammatoires, et par son apoptose il est 

un élément central de la résolution de l’inflammation (Soehnlein and Lindbom, 2010).  

Ainsi, nous nous sommes posés plusieurs questions : GILZ peut-il être exprimé chez l’homme 

dans des neutrophiles, et plus particulièrement au cours d’un processus inflammatoire ? L’expression 

de GILZ dans un neutrophile peut-elle moduler son apoptose ? 

Pour répondre à ces questions, nous nous sommes intéressés au syndrome de détresse 

respiratoire aiguë (SDRA), syndrome inflammatoire systémique caractérisé par un œdème 

pulmonaire.  Cette atteinte est secondaire à une réaction inflammatoire impliquant les neutrophiles 

dont l’origine peut être pulmonaire ou extra-pulmonaire (Fioretto and de Carvalho, 2013). De plus, 

un retard d’apoptose des neutrophiles a été mis en évidence au niveau sanguin et pulmonaire chez 

des patients souffrant de SDRA et serait associé à un mauvais pronostic du fait de l’absence de 

résolution de l’inflammation (Chopra et al., 2009).  

Nous nous sommes posé la question suivante : l’expression de GILZ peut-elle être modulée 

dans les neutrophiles circulants de patients souffrant de SDRA ? Nous avons donc mené une étude 

prospective avec le service d’anesthésie et de réanimation et le département d’immunologie de 

l’hôpital Bichat. Nous avons suivi la cinétique d’expression de GILZ dans des neutrophiles circulants 

de patients intubés et ventilés au cours de l’évolution du syndrome. Nous avons inclus 17 patients 

souffrant de SDRA (répondant aux critères de la définition de Berlin) et 14 patients contrôles, c’est-à-

dire intubés et mécaniquement ventilés mais ne souffrant pas de SDRA. L’expression de gilz a été 

corrélée à des paramètres cliniques comme les scores cliniques, l’administration de traitements, et la 

gazométrie du sang. 

Résultats : 

Nous avons montré pour la première fois que GILZ était exprimé au niveau transcriptionnel 

et traductionnel dans des neutrophiles, et plus particulièrement des neutrophiles circulants de 

patients atteints de SDRA. Cette expression était transitoire et pouvait avoir lieu de manière 

indépendante de la corticothérapie. Nous avons observé une expression de gilz particulièrement 

dans les neutrophiles circulants des patients atteints de SDRA sévère, ayant  un ratio de PaO2/Fio2 

inférieur à 100 (pression partielle artérielle en oxygène corrigée par l’apport en oxygène par la 

ventilation). En effet, l’expression de gilz semble étroitement liée à l’hypoxémie de ces patients et 

semble corrélée (à la limite de la significativité) de manière négative au ratio de PaO2/Fio2. 

Nos résultats renforcent les hypothèses d’une étude récente menée par Beaulieu et 

collaborateurs, proposant que GILZ pourrait être une protéine anti-inflammatoire endogène induite 

par le contexte inflammatoire dans la synovie de patients souffrant de polyarthrite rhumatoïde. 

Ainsi, l’expression de GILZ dans les PN pourrait être induite dans un contexte inflammatoire et 

participer aux processus endogènes de la résolution de l’inflammation. 
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ABSTRACT. 
 

Objective: Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) was an ubiquitous potent anti-

inflammatory protein, whose expression and functions were never explored in neutrophils. 

Because of the important role of neutrophils in acute respiratory distress syndrome (ARDS) 

physiopathology, we investigated GILZ expression in neutrophils in the course of ARDS. 

 

Design and setting: Prospective cohort study in the surgical intensive care unit of Bichat 

Hospital (France). 

 

Patients: 17 ARDS patients meeting the Berlin definition criteria for ARDS at inclusion and 14 

intubated and ventilated control patients were enrolled. 

 

Interventions: Serial blood samples were obtained every two-three days for each patient 

until its extubation or death. 

 

Measurements: GILZ expression was followed in blood neutrophils by Western Blot and real 

time PCR. Results were analyzed according to steroids uptake, severity of the disease and 

patients outcome at day 28. 

 

Main results: In the ARDS group (n=17), GILZ expression was detected at the transcriptional 

and/or translational levels in the neutrophils of 10 ARDS patients whereas GILZ was absent 

in the majority of control patients samples (n=8/10). GILZ expression appeared to be 

transient during the days of observation. The highest mRNA levels were observed in patients 

suffering from severe ARDS and treated with extracorporeal membrane 

oxygenation (ECMO). GILZ expression was evidenced in patients receiving corticosteroids 

but, interestingly, also in the absence of exogenous corticosteroids administration, 

suggesting that, in vivo, inflammatory signals may induce GILZ expression in neutrophils. 

 

Conclusions: We showed for the first time the induction of GILZ expression in the blood 

neutrophils of patients with ARDS, at the protein and/or RNA level, consistent with the 

hypothesis of a GILZ endogenous anti-inflammatory role in humans. gilz expression was 

linked to ARDS severity. We therefore propose that GILZ could represent a biomarker of 

ARDS severity, and could be part of a new ARDS signature.  
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INTRODUCTION  

 

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is the most severe form of acute 

respiratory failure. This life-threatening condition is characterized by diffuse alveolar 

damage and accompanied by an activation of coagulation and an intense inflammatory 

reaction with a massive alveolar recruitment of circulating neutrophils. ARDS is associated 

with high mortality rate and has a significant impact on public health (Fioretto and de 

Carvalho, 2013). Apoptosis of neutrophils present at inflamed sites is a key event in 

inflammation resolution. Early in the course of ARDS, a marked accumulation of activated 

neutrophils with prolonged life span is evidenced in the alveolar spaces which correlates 

with lung injury, severity and poor outcome (Chollet-Martin et al., 1996; Chollet-Martin et 

al., 1994). In particular, both alveolar and circulating neutrophil-delayed apoptosis 

contribute to an impaired resolution of lung inflammation, related to the presence of 

cytokines in the blood and pulmonary alveoli, particularly GM-CSF (Chopra et al., 2009). 

 Despite significant research efforts, ARDS treatment remains mainly supportive and 

based on optimized ventilatory strategy and on the use of extracorporeal membrane 

oxygenation (ECMO) in severe forms (Fioretto and de Carvalho, 2013). Due to their anti-

inflammatory effects, steroids can be administered to ARDS patients early in their condition 

but do not show clear beneficial effects (Marik et al., 2011; Tang et al., 2009). However, in 

the late-phase, steroids have been shown to modulate persistent inflammation, fibroblast 

proliferation, and inflammatory cytokine release in the airspaces, thus improving recovery 

(Meduri et al., 2009; Tang et al., 2009).  

 Among the proteins induced by gluocorticoids (GCs) is the glucocorticoid-induced 

leucine zipper (GILZ), an anti-inflammatory and immunomodulatory protein belonging to the 

Transforming Growth Factor-β Stimulating Clone 22 Domain (TSC-22D) family (Ayroldi and 

Riccardi, 2009). In vitro, we and others have evidenced that GILZ regulates several main 

signal transduction pathways of inflammation, such as activator protein 1 (AP-1), nuclear 

factor-kappa B (NF-кB) or forkhead box O (FOXO) (Ayroldi and Riccardi, 2009; Latre de Late 

et al., 2010). In addition, GILZ has been implicated in the regulation of apoptosis and cell 

survival (Asselin-Labat et al., 2004; Ayroldi and Riccardi, 2009). Up to now, GILZ has been 

described as an ubiquitous potent anti-inflammatory protein in vitro and in vivo, whose 

expression is induced by GCs, TGF-β and IL-10 in haematopoietic cells (thymocytes, 
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monocytes, dendritic cells) (Beaulieu and Morand, 2011). Recently, GILZ has been defined as 

an endogenous anti-inflammatory mediator in a murine model of arthritis, and was also 

evidenced in the joints of rheumatoid arthritis patients (Beaulieu et al., 2010). These recent 

in vivo findings suggested that, in some inflammatory conditions, GILZ could be induced 

independently of exogenous GCs. These observations are of main interest, as a down-

regulation of GILZ was well documented in the literature during acute and chronic 

inflammatory disorders, such as in macrophages of patients suffering from Crohn’s disease, 

Burkitt’s lymphoma or tuberculosis (Berrebi et al., 2003), in Kupffer cells and monocytes of 

alcoholic hepatitis patients (Hamdi et al., 2007) and in sinonasal mucosa in chronic 

rhinosinusitis patients (Zhang et al., 2009). To date, GILZ expression and function in 

neutrophils have never been evaluated.  

To better understand the role of this endogenous regulator of inflammation, we 

address the question of its expression and regulation in neutrophils known to have a key role 

in the ARDS outcome. Our approach was based on a “bed to bench” strategy by conducting a 

prospective clinical study in 17 ARDS patients and 14 ventilated control patients. The 

objective of this study was to compare GILZ expression in blood neutrophils of both patient 

groups, and to analyze these results in regard to steroid therapy, disease severity and 

patient outcome at day 28. Our results suggest that GILZ is transiently expressed in 

neutrophils of ARDS patients according to the severity of the disease. 
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PATIENTS AND METHODS   

Study setting and population 

We conducted a single-centre, controlled, prospective observational cohort study on 

patients suffering from ARDS in the Intensive Care Unit of Bichat Hospital, Paris, France. 

Patients with HIV infection, hepatitis, transplantation, end stage cancer, and who were aged 

under 18 years or currently pregnant were excluded. The protocol was approved by the 

ethical commitee of the Paris-Bichat Hospital (CEERB, comité d’évaluation de l’éthique des 

projets de recherche biomédicale, N°12-028, Paris, France) and informed consent was 

obtained from the legally authorized relatives of the patients. Patients mechanically 

ventilated with a PEEP (positive expiratory pressure) above 5 cm H2O were prospectively 

included and classified into two groups: ARDS (n=17) or ventilated controls without ARDS 

(n=14) according to the Berlin definition (acute hypoxemia, ratio of partial pressure of 

arterial oxygen (PaO2) / fraction of inspired oxygen (FiO2) of 300mm Hg or less, and bilateral 

infiltrates on chest x-ray) (Ranieri et al., 2012). The control group was mainly composed of 

postoperative care patients. The Berlin definition allows classifying ARDS patients into three 

groups according to the PaO2/FiO2 ratio. Severe ARDS patients are defined as below 100 of 

PaO2/FiO2 (n=10/17), moderate between 100 and 200 (n=6/17) and mild between 200 and 

300 (n=1/17). Controls had a PaO2/FiO2 ratio above 300. For all patients, blood samples were 

prospectively obtained during routine care every 2-3 days until extubation or death. Clinical 

parameters were collected: age, sex, etiology for ICU admission, ARDS etiology, Simplified 

Acute Physiology score II (SAPS II) (Le Gall et al., 1993), Sequential Organ Failure Assessment 

score (SOFA) (Vincent et al., 1996), Lung Injury Score (LIS)(Murray et al., 1988), blood 

neutrophil to lymphocyte ratio (NLR), ventilation parameters (PaO2 / FiO2 ratio and presence 

of ECMO, and treatments (steroid therapy and vasoactive agent administration). ECMO was 

used as a rescue therapy when hypoxemia was resistant despite optimal mechanical 

ventilation, administration of neuromuscular blocking agents and nitric oxide inhalation. 

Intravenous administration of hydrocortisone hemisuccinate (at 200 mg/day) was conducted 

in cases of serious septic shock with low response in vascular filling and cardiovascular 

treatment (Dellinger et al., 2013). Mortality 28 days after the inclusion was recorded for all 

patients.  
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Neutrophil isolation 

Neutrophils were isolated by sedimentation on a separating medium containing 5% Dextran 

T500®(Pharmacia, Uppsala, Sweden) in 0.9% saline and Ficoll centrifugation (d=1.077g/L, 

Eurobio, Les Ulis, France) according to the protocol previously described (Chollet-Martin et 

al., 1996; El-Benna and Dang, 2007). Erythrocytes were removed by hypotonic lysis.  

 

Immunoblotting. 

Neutrophils (between 2 and 5 million of cells) were lysed in 40 µl of cold laemmi buffer (5% 

Tris pH 6.8 1.25M, 10% glycerol, 10% SDS, 1mM PMSF, 1mM Na3VO4, 25mM β-

glycerophosphate, 10  µg/ml aprotinin, 10  µg/ml leupeptin and 10  µg/ml pepstatine), 

boiled and sonicated. Total protein concentration was evaluated using bicinchoninic acid 

assay, and equal amounts of denatured proteins (50 µg) were loaded onto 12% SDS-PAGE 

gel and transferred onto a PVDF membrane.  Membranes were then incubated with 

antibodies raised against GILZ (Asselin-Labat et al., 2004), stripped, and reprobed with an 

antibody against p38 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, cst 9212) as a loading 

control. 

 

Real-time PCR analysis 

Neutrophils were lysed in RLT buffer (10
6
 cells) (Qiagen, Courtaboeuf, France). Storage was 

done after homogenization of lysate through a QIAshreder column.  Total RNA was isolated 

with a Mini plus Qiagen kit, according to the manufacturer’s protocol. Reverse transcription 

was carried out as previously described (Migdal et al., 2013). Real-time PCR analysis was 

performed using the SYBR Green technology on a Biorad CFX96 system with Sso Fast 

EvaGreen Supermix (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) and appropriate amorces for gilz 

[5′- TCTGCTTGGAGGGGATGTGG-3′ and 5′- ACTTGTGGGGATTCGGGAGC-3′] (Berrebi et al., 

2003), gapdh [5’-CAGCCTCAAGATCATCAGCA-3’ and  5’-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3’] and  

b2m (beta-2-micoglobuline), [5’-ACCCCCACTGAAAAAGATGA-3’ and  5’-ATCTTCAAACCTCCA 

TGATG-3’], as previously described (Migdal et al., 2013). The quantification was conducted 

with the Biorad CFX Manager software, and data were analyzed using the delta-delta Ct 

method (∆∆Ct). Ratio was calculated as the geometrical mean of (1 + E)
−∆∆Ct 

values, where E 

is the efficiency and ∆∆Ct is gilz expression measured in neutrophils of one patient 

compared with gilz expression measured in neutrophils of an arbitrarity chosen control 
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patient and corrected using the expression of the reference genes gapdh and b2m. Results 

were expressed as a variation compared to this reference patient (i.e., ratio of (1 + E)
−∆∆Ct 

of 

patients/(1 + E)
−∆∆Ct 

of reference patient). 

 

Statistical analysis 

Demographic data were expressed as median corrected by the interquartile range (IQR). The 

Fisher’s exact test or Chi-square test was used to assess the comparability of the 

characteristics in the study cohort and the control group. Non-parametric variables were 

compared by using the Mann-Whitney U-test or a Kruskal-Wallis test for multiple 

comparisons. 

gilz mRNA expressions in neutrophils were compared between mild/moderate ARDS 

patients, severe ARDS patients and control patients. Again, a linear mixed effect regression 

model was used, to take into account the repeated nature of the data and the different 

times of measurements, and to compensate data attrition.  

In the two mixed effect models, we considered the gilz mRNA expression logarithm before 

analysis to improve data normality. A 95% confidence interval and corresponding (two-

tailed) p-values were estimated by boostrap, with 1000 replications. A p-value <0.05 was 

considered statistically significant.  

Correlation between gilz mRNA expression and other parameters (PaO2/FiO2 ratio, ratio of 

blood neutrophils to lymphocytes, LIS) were estimated using the methodology developed by 

Ferrari et al. (Ferrari et al., 2005). Briefly, in a longitudinal study, the overall observed 

correlation between two continuous variables arises from components at two levels: 1) the 

subject level, reflecting the degree of dependency between the two variables at the 

aggregate level (between-subject correlation); and 2) the measurement level, namely, the 

correlation between each measurement within the same subject (within-subject 

correlation). The overall correlation coefficient is a weighted average of the within- and 

between-group correlations, where the weights are the intraclass correlation coefficients 

(ICCs) of the two variables. To calculate these coefficients, we used a linear mixed effect 

regression model, including individual means and deviations of each measurement from 

individual means as fixed effect covariates. The model was adjusted for group (control vs 

ARDS), and random intercept and slope were used.  
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The analyses were performed using GraphPad software (San Diego, CA, USA), and R version 

3.0.2 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) with the lme4 package 

version 1.0-4.  
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RESULTS 

Characterization of the study population  

Seventeen ARDS patients and fourteen control patients were consecutively enrolled in the 

study (table 1). Both groups were similar as far as general clinical scores were concerned 

(SAPS II or SOFA). ARDS clinical parameters were in conformity with the Berlin definition, 

(table 1). Compared with controls, ARDS patients had fewer days free of mechanical 

ventilation and had longer ICU stays (table 1). 

gilz gene expression is transient in blood neutrophils from ARDS patients, occurs 

independently of steroid therapy and is not related to vasoactive agent administration.  

gilz mRNA expression was quantified by real time PCR. gilz expression in all available 

samples is presented in figure 1A. A trend towards a higher expression of gilz in neutrophils 

from ARDS patients can be observed, particularly in severe ARDS patients compared with 

controls. Moreover, gilz expression was transiently detected in neutrophils of ARDS patients, 

as illustrated in figure 1B representing the kinetics of gilz mRNA expression in 2 

representative controls and 2 representative ARDS patients. gilz mRNA expression was 

found in ARDS treated patients with or without steroids (figure 1B). Indeed, gilz was 

detected in 45% of ARDS patient neutrophils without any steroid therapy (n=5/11), in similar 

levels than in steroid treated patients (data not shown). Concerning vasoactive agents, 65% 

of the patients received such a therapy during their stay in ICU (n=20/31). Our results 

showed that vasoactive agent administration in control or ARDS patients did not modulate 

gilz expression. Indeed, mean gilz expression of patients with or without vasoactive agents 

was similar (2.2 ± 4.3 and 2.6 ± 5.0, respectively) (supplementary data 1).  

 

GILZ protein is detected in blood neutrophils of ARDS patients. 

In order to better document GILZ expression, GILZ protein level was measured by western 

blot. The GILZ protein was detected in the neutrophils of most ARDS patients, suggesting 

that GILZ could play a functional role in these cells (figure 2). As previously reported with 

mRNAs, the expression of GILZ at the protein level in neutrophils was transient during the 

course of ARDS.  
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gilz expression is related to disease severity. 

We then compared gilz expression in neutrophils from the 3 groups: control patients, 

mild/moderate ARDS patients, and severe ARDS patients. We developed a linear mixed 

effects regression model to perform this comparison and to compensate the data attrition 

linked to the difference in inclusion day number between controls and ARDS patients. As 

shown in figure 3A, this model gave us the predicted gilz mRNA level based on the measured 

gilz mRNA. Predicted gilz mRNA levels were not different between mild/moderate ARDS 

patients and controls (β=0.328, p=0.8120). However, predicted gilz mRNA was more 

expressed in blood neutrophils from severe ARDS patients compared to control patients (β= 

2.855, p=0.021), and to mild/moderate ARDS patients (p=0.028). Even if gilz mRNA 

expression appeared variable in time, no linear interaction or association with time was 

found. These results suggested that gilz expression could be a marker of ARDS severity. 

Interestingly, gilz expression in neutrophils was significantly higher in ARDS patients with 

ECMO, as compared with ventilated ARDS patients (figure 3B), reinforcing the relation to 

disease severity.  

 

gilz expression and PaO2/FiO2ratio. 

We then evaluated whether gilz expression was related to the PaO2/FiO2 ratio. We first 

examined whether the mean gilz expression per patient was correlated to the mean 

PaO2/FiO2 ratio (between-subject correlation). As shown in figure 4, we found a negative 

association between gilz expression and PaO2/FiO2 ratio close to statistical significance 

(rho=-0.379, p=0.090). Secondly, we considered the correlation at the individual level 

(within-subject correlation). Again, the correlation was negative, but far from significance 

(rho=-0.134, p=0.395). We could also estimate a total correlation coefficient between gilz 

and PaO2/FiO2 ratio, which was close to the significance (rho=-0.230, p=0.071). Finally, we 

checked whether gilz expression was correlated to a PaO2/FiO2 below 100. It was again very 

close to the significance (p=0.054) (data not shown). These results confirm our previous 

observations that gilz was more expressed in severe ARDS patients. We conducted similar 

analyzes with other parameters such as the ratio of blood neutrophils to lymphocytes, body 

temperature or SOFA variations, but no correlation was found.  
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Clinical definition of “gilz-positive” patients 

To go further into the analysis of clinical parameters associated to gilz expression in 

neutrophils, we defined an arbitrary positivity threshold for gilz mRNA expression which was 

twice the standard deviation of gilz mRNA levels of control patients (value 2.33) for the first 

two samples collected at early time points. By focusing on the first two samples collected, 

we compensated the data attrition mentioned before, with an equivalent number of data for 

each group (1.42 data per control patient and 1.88 per ARDS patient). Consequently, a “gilz-

positive” patient presented a level of gilz expression above the arbitrary positivity threshold 

at least once in the two collected samples. We then analyzed several features in “gilz-

positive” patients, such as clinical parameters (ARDS, septic shock at inclusion, pneumonia at 

inclusion), treatment or mortality. Using a Chi 2 test, we assessed whether the two observed 

variables were independent. Using a Chi2 test at 5%, we confirmed that gilz expression in 

neutrophils was associated with ARDS (p<0.05), and septic shock (SS) but not with 

pneumonia (table 2). SS is associated with ARDS and in this cohort 82% of ARDS patients 

suffered from SS at inclusion. The percentage of “gilz-positive” patients was higher for 

severe ARDS patients (70%) compared to mild/moderate ARDS patients (43%), even though 

the percentage of patients suffering from septic shock at inclusion was quite similar (86 and 

80% respectively) (table 2). Interestingly, this analysis confirmed that steroid therapy was 

not a prerequisite for gilz expression (table 2). We also found that gilz expression in 

neutrophils was not linked to vasoactive agent administration confirming the previous 

results (table 2).  

gilz expression in neutrophils does not influence patient outcome. 

We analyzed whether gilz mRNA levels in neutrophils of ARDS patients were linked to their 

mortality at day 28. We found similar levels of gilz mRNA in neutrophils of ARDS patients 

independently of the outcome (supplementary data 2A). Using a chi2 test, these two 

parameters were independent (table 2) and survival curves stratified by gilz-positivity of 

ARDS patients were not statistically different (supplementary data 2B). 
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DISCUSSION  

It is estimated that the annual incidence of ARDS will double within the next 25 years, as the 

population age increases (Fioretto and de Carvalho, 2013). These epidemiological data 

support an urgent need for the identification of new biomarkers that would facilitate the 

diagnosis of patients at risk of severe ARDS, and thus the development of new therapies 

based on innovative pathophysiological schemes for this deadly condition. 

 

In ARDS, lung edema as well as endothelium and epithelium cell damage promote neutrophil 

recruitment and accumulation into the interstitial and bronchoalveolar spaces. 

Hyperactivation of neutrophils maintains pulmonary injury through the release of reactive 

oxygen species, proteolytic enzymes, such as elastase or myeloperoxidase, and cytokines 

(Chopra et al., 2009; Fialkow et al., 2006). The overwhelming inflammatory response targets 

the lung but is also associated with persistent elevations of proteases and circulating 

inflammatory cytokines, such as GM-CSF, leading to pulmonary as well as extrapulmonary 

organ dysfunction. In vitro, a prolonged survival of normal neutrophils was described after 

incubation with ARDS bronchoalveolar lavage fluids (Chollet-Martin et al., 1996) or plasma 

samples (Goodman et al., 1999) and mainly attributed to GM-CSF present in both fluids. In 

response to this acute inflammation, regulatory mechanisms are needed but not yet well 

understood. GILZ is an anti-inflammatory protein widely documented in lymphocytes, 

monocytes and macrophages (Beaulieu et al., 2010), but never studied in neutrophils.   

 

Our results showed for the first time that GILZ expression was evidenced in blood 

neutrophils of most ARDS patients (10/17) whereas GILZ was absent in the majority of 

control patients (2/14). GILZ expression was transient during the course of the disease, and 

detected in neutrophils at transcriptional and/or translational levels. The half-life of gilz 

transcript is very short, the turnover being around 2 hours in murine macrophages, 

explaining, at least in part, this transient expression (Hoppstadter et al., 2012). Interestingly, 

gilz expression was evidenced in neutrophils of patients receiving steroid therapy but also in 

the absence of exogenous corticosteroids, suggesting that inflammatory signals and / or 

endogenous corticoids might induce gilz expression in neutrophils, consistent with an 

endogenous anti-inflammatory role of GILZ in humans, as suggested by Beaulieu et al. in 
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rheumatoid arthritis (Beaulieu et al., 2010). Our results evidenced that a similar mechanism 

could occur during ARDS in blood neutrophils, suggesting that GILZ can control inflammation 

in vivo, in chronic and also acute disorders. GILZ seems thus to be a new agent in the 

regulation of inflammation in vivo, in particular in response to endogenous or exogenous 

GCs. New GC-based therapeutic strategies could thus be discussed in the light of our results. 

We found a negative correlation between gilz expression and PaO2/FiO2 ratio close to 

statistical significance. This correlation suggests that hypoxemia could participate in gilz 

expression in blood neutrophils. Indeed, GILZ was recently described to be induced by 

hypoxia in vitro in murine macrophages (Wang et al., 2012) and in human epithelial cells (Lim 

et al., 2013). No classical hypoxia inducible factors (HIF)-responsive element was found in 

the promoter region of gilz gene by Wang et al., but ERK (Extracellular signal-regulated 

kinase) activation was shown to be involved in the induction of GILZ by hypoxia in 

macrophages (Wang et al., 2012). Furthermore, in human renal proximal tubular epithelial 

cells, it was reported that hypoxia could up-regulate the expression of glucocorticoid 

receptors and enhance its transcriptional activity (Leonard et al., 2005). We could 

hypothesize that, in an inflammatory environment, hypoxia associated with endogenous and 

/ or exogenous GCs could participate, possibly in a synergistic manner, in gilz expression in 

neutrophils. GILZ might play a protective role by preventing overactivation of neutrophils 

and could be involved in systemic adaptation to hypoxia. These results led us to consider 

GILZ, not only as a protein induced by anti-inflammatory signals, such as GCs, but also 

induced by the inflammatory context. GCs and hypoxia are both known to decrease 

neutrophil apoptosis in vitro (Saffar et al., 2008; Sivertson et al., 2007; Walmsley et al., 

2005). However, the association of both signals has been recently reported to induce in vitro 

neutrophil apoptosis (Marwick et al., 2013). Although the mechanism remains unexplained, 

we could hypothesize that the induction of gilz expression by GCs and hypoxia in neutrophils 

could participate in these differential effects of GCs and hypoxia on neutrophil apoptosis. 

The consequence of gilz expression on neutrophil apoptosis in ARDS patients remains to be 

studied.  

 

The level of gilz expression in neutrophils was related to disease severity (Fioretto and de 

Carvalho, 2013). gilz expression was also associated to the presence of septic shock at 

inclusion, as septic shock is a main cause of ARDS. But severe ARDS patients had septic shock 



Article 1 

14 
 

as frequently as mild/moderate patients. gilz expression in neutrophils was thus really 

related to ARDS severity and indirectly associated to septic shock. Most of our patients 

received vasoactive agents during their stay in ICU, reflecting severity. Interestingly, 

vasoactive agent administration did not promote gilz expression in neutrophils. ECMO is a 

rescue modality when maximal ventilation and medical therapy fail, particularly in severe 

ARDS (Peng et al., 2012; Pierrakos et al., 2012). However, ECMO is also associated with pro-

coagulant and pro-inflammatory in vivo effects (Chen et al., 2013; Maclaren and Butt, 2007). 

Interestingly, the 6 patients under ECMO expressed higher levels of gilz than ARDS patients 

without ECMO. However, we found no impact of neutrophil gilz expression on ARDS patient 

outcome at day 28. A larger study could help to better understand the potential impact of 

ECMO on GILZ expression induction, since gilz mRNA levels were related to severity. We 

therefore proposed that gilz expression in blood neutrophils could be considered as a 

biomarker of ARDS severity. To date, some biomarkers are thought to discriminate severity 

in ARDS patients, such as surfactant-protein-D, receptor for advanced glycation end-

products (RAGE) and club cell secretory protein (CC-16) (Janz and Ware, 2013; Ware et al., 

2013).  The identification and validation of new biomarkers of ARDS severity could improve 

diagnosis, and we suggested that GILZ could be used in combination with other severity 

biomarkers in order to define an ARDS severity signature.  

 

We acknowledge several limitations of our study, which was mainly prospective and 

observational. First, we had no access to alveolar neutrophils. Second, the cohort size was 

modest and perhaps a proper hypoxemic control group, such as pneumonia, would have 

been desirable. Lastly, most of the patients had infection as confirmed by a high proportion 

of patients with septic shock. It could be pertinant to assess gilz expression in blood 

neutrophils from non infected ARDS patients, caused by trauma, massive transfusion or 

burns.  

 

In summary, we showed for the first time that GILZ was expressed in blood neutrophils 

during ARDS at both gene and protein levels. GILZ expression was transient during the 

course of the disease and appears with or without steroid therapy, suggesting that such a 

treatment is not sufficient for GILZ expression. Interestingly, the higher GILZ expressions 

were observed in neutrophils of severe ARDS patients and these levels correlated with the 
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PaO2/FiO2 ratio. These preliminary data are consistent with the hypothesis of a GILZ 

endogenous anti-inflammatory role. To date, it is premature to propose GILZ as a prognostic 

marker of ARDS outcome. Further investigations on GILZ functions in neutrophils need to be 

conducted.  
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Table 1: Characteristics of ARDS and control patients.  

 

 

Patients Controls  

(n=14) 

Mild (n=1) and 

moderate ARDS 

(n=6) 

Severe ARDS  

(n=10) 

p value 

Subjects (number) 14 7 10 0.059 

Age (years, median ±±±± IQR) 56 ± 19.5 52.5 ± 24 59 ± 6 0.82 

Male/Female (number)  9/5  6/1  7/3 0.78 

SAPS II (median ±±±± IQR) 39 ± 13.5 45 ± 21.0 43.5 ± 20.5 0.67 

SOFA score at inclusion (median ±±±± IQR) 6 ± 4 7 ± 2 7.5 ± 3.5 0.06 

Number of inclusion days (days, median ±±±± IQR) 1 ± 4 7 ± 3 7 ± 9.3  0.006 

Septic shock at inclusion (number, percentage) 5/14 (36%) 6/7 (86%) 8/10 (80%) 0.043 

Pneumonia at inclusion (number, percentage) 5/14 (36%) 5/7 (71%) 8/10 (80%) 0.081 

Steroids
δ 

(number, percentage) 1/14 (7%) 1/7 (14%) 5/10 (50%) 0.051 

Vasoactive agent
δ
 (number, percentage) 7/14 (50%) 7/7 (100%) 6/10 (60%) 0.065 

LIS at inclusion (median ±±±± IQR) 0.67 ± 0.91 2.33 ± 0.66 3.0 ± 0.72 <0.0001  

PaO2/FiO2 at inclusion (median ±±±± IQR) 253 ± 85 210 ± 49 67 ± 29 <0.0001 

Extrapulmonary/pulmonary cause of ARDS (number)  3/4 2/8  

Patients under ECMO (number, percentage) 0/14 0/7 6/10 (60%)  

Mortality at day 28 (number, percentage)  4/14 (28%) 2/7 (29%) 6/10 (60%) 0.26 

 
SOFA, LIS and PaO2/FiO2 were given at inclusion as the median corrected by the interquartile range (IQR). ARDS: 

acute respiratory distress syndrome; LIS: Lung Injury Score; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; SAPS 

II:  simplified acute physiology score II; ECMO: Extracorporeal membrane oxygenation. 
δ
= at least one injection.  

p value: Kruskal-Wallis test or Fisher’s Exact test for continuous and categorical variables respectively. 
 
 
  



Article 1 

20 
 

 

 

 

 

 

 

 

A. B.  

 

 

Figure 1: gilz mRNA expression for all the patients and all inclusion days (A) (results were 

represented as the mean ± standard error of the mean) and kinetics of gilz mRNA expression in 

neutrophils of two representative controls and two representative ARDS patients (B). Numbers 

correspond to serial patient samplings every 2 to 3 days until extubation or death. Patients were 

treated or not with hydrocortisone hemisuccinate, 200 mg/day (steroid).  
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Figure 2: GILZ protein is transiently expressed in ARDS patients. Representative western blot 

kinetics of 2 ARDS patients and 2 control patients with all the samples (S) analyzed during their ICU 

stay.  
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Figure 3: GILZ is related to ARDS severity. A. Predicted gilz levels by a linear mixed model. Control 

patients (full line), mild and moderate ARDS patients (small dotted line) and severe ARDS patients 

(large dotted line) are represented. For each prediction the confidence interval was figured by the 

gray region. All the observations were presented by squares for controls, by triangles for 

mild/moderate patients and by circles for severe ARDS patients. gilz mRNA was more expressed in 

blood neutrophils from severe ARDS patients than from control patients (β= 2.855, p=0.021) and 

from mild / moderate patients (p=0.028). B. Mean of gilz mRNA expression in neutrophils of ARDS 

patients with (n=6) or without ECMO (n=11). Results were expressed as the mean ± standard error of 

the mean gilz mRNA was significantly more expressed in ARDS patients under ECMO, using a Mann-

Withney test (*= p<0.05). ECMO: Extracorporeal membrane oxygenation.  
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Figure 4: Correlation between gilz and PaO2/FiO2 estimated using the methodology developed by 

Ferrari et al. (Ferrari et al., 2005). The correlation was close to the statistical significance at the 

subject level (rho=-0.379, p=0.090) (within-subject correlation, full line), but far from statistical 

significance at the individual level (rho=-0.134, p=0.395) (between-subject correlation, small dotted 

line). The total correlation coefficient between gilz and PaO2/FiO2 ratio was close to statistical 

significance (rho=-0.230, p=0.071) (total correlation, large dotted line).  
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Table 2: Characteristics of “gilz-positive“ patients.  

 

 

 

Patients 

(n=31) 

ARDS Steroid
 δ

 Vasoactive 

agent
 δ

 

Pneumonia 

at inclusion 

Septic shock  

at inclusion 

At day 28 

No 

(n=14) 

Yes 

(n=17)  

No 

(n=24) 

Yes 

(n=7)  

No 

(n=11) 

Yes 

(n=20)  

No 

(n=13) 

Yes 

(n=18)  

No 

(n=12) 

Yes 

(n=19)  

 Dead 

(n=12) 

Alive 

(n=19) 

“GILZ 

positive” 

2/14 

(14%) 

10/17 

(59%)  

7/24 

(29%)  

5/7 

(71%)  

3/11 

(27%)  

9/20 

(45%)  

4/13 

(31%)  

8/18 

(44%)  

2/12 

(17%)  

10/19 

(53%)  

5/12 

(42%)  

7/19 

(37%)  

pvalue  0.011       * 0.035       * 0.305  0.399  0.044       * 0.788  

 
gilz mRNA levels of “gilz-positive” patients were twice the standard deviation of control patients gilz mRNA 

level for at least one inclusion day. δ= at least one injection. We ran Chi2 tests using the parameters obtained 

during the first two days of inclusion. 
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Supplementary data 1: gilz mRNA expression in neutrophils for all the patients (ARDS and controls) 

with or without vasoactive agent administration. Results were expressed as the mean ± standard 

error of the mean. Relative quantity of gilz mRNA was expressed as gilz expression level divided by 

the mean of gapdh and b2m levels.  
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Supplementary data 2: A. Mean 

neutrophils of ARDS patients according 

patients expressing gilz in their neutrophils (“

negative”, full line, n=7).  
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B. 

A. Mean (± standard error of the mean) of gilz mRNA expression in 

neutrophils of ARDS patients according to their outcome at day 28. B. Survival curves in ARDS 

in their neutrophils (“gilz-positive”, dotted line, n=10) or not (“

ARDS dead (mean)

  

mRNA expression in 

their outcome at day 28. B. Survival curves in ARDS 

positive”, dotted line, n=10) or not (“gilz-
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Objectif du travail : 

Nous avons détecté l’expression de GILZ dans des neutrophiles circulants de patients 

souffrant de SDRA. GILZ est une protéine connue pour inhiber des facteurs de transcription impliqués 

dans les mécanismes inflammatoires, comme NF-кB et AP-1, et pour moduler la survie des cellules 

hématopoïétiques. Lors de l’étude clinique prospective est soulevée la question du rôle de GILZ dans 

les fonctions et la survie des PN.  

Afin de répondre à cette question nous avons mené une approche in vitro. Pour cela, nous 

avons utilisé la lignée PLB-985 différenciée en cellules « neutrophile-like », les PN humains n’étant 

pas transfectables. Cette lignée promyélocytaire a été établie en 1987 à partir de cellules du sang 

périphérique d’une patiente atteinte de leucémie aiguë myéloïde en phase de rechute (Tucker et al., 

1987). Ainsi, les cellules PLB-985 sont des myélomonoblastes pouvant être différenciés in vitro en PN 

ou en monocytes/macrophages par des agents chimiques, par exemple le diméthylformamide (DMF) 

ou le PMA respectivement (Tucker et al., 1987). La différenciation des PLB-985  en neutrophiles est 

associée à une expression accrue de gp91phox, p22phox, p47phox, p67phox and p40phox (Pedruzzi et al., 

2002). Cependant, l’activité de la NADPH oxydase reste modeste par rapport aux PN (10 fois moins 

importante) due à une faible expression du cytochrome b558 (Li et al., 2005). Morphologiquement, 

les PLB-985 différenciées ressemblent à des neutrophiles. Cependant, ces cellules ne possèdent que 

les granules primaires azurophiles et ont un pouvoir de phagocytose relativement limité (Pivot-Pajot 

et al., 2010).  

Les cellules PLB-985 ont été transfectées de manière stable par un vecteur d’expression 

codant pour le gène gilz humain. Ces cellules ont été clonées en dilution limite et différenciées en 

présence d’acide tout trans-rétinoïque (ATRA) et de DMF. La différenciation a été contrôlée en 

mesurant  l’expression du CD11b, l’explosion oxydative, la capacité de phagocytose et en vérifiant la 

présence d’un noyau polylobé. Les cellules PLB-985 différenciées surexprimant GILZ ou non ont alors 

été caractérisées pour leur apoptose spontanée et induite par activation en présence de PMA. Nous 

avons montré que la surexpression de GILZ entraînait une apoptose exacerbée, caractérisée par 

l’activation des caspases 9, 3 et 8 et une chute du potentiel mitochondrial. Ces résultats suggèrent 

que l’apoptose favorisée par GILZ implique la voie mitochondriale. De manière intéressante, cette 

apoptose est associée à une diminution de l’expression de Mcl-1, alors que les protéines BID et BIM 

ne semblent pas impliquées. Ce modèle suggère que, dans les neutrophiles, GILZ pourrait participer 

au contrôle de l’apoptose essentielle à la résolution de l’inflammation in vivo.  
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INTRODUCTION 

Neutrophils, the most abundant leukocytes in the circulation, are terminally differentiated cells 

devoid of any proliferative capacities (Mocsai, 2013). Despite their very short lifespan, they are 

meticulously controlling their death and survival balance (Gabelloni et al., 2013). In absence of any 

danger signal (infection, cell necrosis, pro-inflammatory cytokines…), they spontaneously die by 

apoptosis that is comparable to growth factor withdrawal (Letai, 2006). Indeed, in normal conditions, 

the amount of anti-apoptotic proteins, such as Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1) and PCNA 

(proliferating cell nuclear antigen protein), decrease in neutrophils leading to apoptosis (Witko-Sarsat 

et al., 2011). However, on the site of inflammation, neutrophils become activated and the amount of 

intracellular reactive oxygen species (ROS) controls the decision between necrosis and apoptosis 

(Geering and Simon, 2011). 

Inflammation is a physiological response to danger signals (Soehnlein and Lindbom, 2010), with 

neutrophils playing a major role (Borregaard, 2010; Soehnlein and Lindbom, 2010). During the last 10 

years, it has been well documented in vitro and in vivo that neutrophils also control the resolution of 

inflammation through their apoptosis and phagocytosis by macrophages (Simon, 2003). Promoting 

resolution of inflammation, particularly by increasing neutrophil apoptosis is an attractive target 

supporting new anti inflammatory treatment strategies and a better understanding of the 

mechanisms supporting neutrophil apoptosis is needed (Witko-Sarsat, 2010). 

Glucocorticoids (GCs) are potent anti-inflammatory molecules, described to paradoxically delay 

neutrophils apoptosis, notably by inducing mcl-1 expression (Saffar et al., 2008). The glucocorticoid-

induced leucine zipper (GILZ) protein, an anti-inflammatory and immuno-modulatory protein 

belonging to the TSC-22D (Transforming Growth Factor-β Stimulating Clone 22 Domain) family has 

also been shown to be rapidly induced upon GCs treatment (Ayroldi and Riccardi, 2009). Initially, the 

anti-inflammatory effects of GILZ were extensively described in vitro and mostly related to the 

inhibition of the activator protein 1 (AP-1) and the nuclear factor-kappa B (NF-кB), known as the 

central transcription factors in the regulation of inflammation (Ayroldi and Riccardi, 2009). More 

recently, inhibition of colitis development was observed in vivo using TAT-GILZ fusion protein delivery 

in dinitrobenzene sulfonic acid-treated IL-10 KO mice, demonstrating in vivo that GILZ could present 

a therapeutic potential (Cannarile et al., 2009). In addition, GILZ has been implicated in the regulation 

of apoptosis and cell survival. GILZ inhibits Activation-Induced Cell Death (AICD) in 3D0 hybridoma T-

cells (Ayroldi and Riccardi, 2009). Our group also demonstrated that in T-lymphocytes, GILZ prevents 

IL-2 deprivation mediated apoptosis through Forkhead box O3 (FOXO3) inhibition and consequently 

BIM (Bcl-2 Interacting Mediator of cell death) down-regulation (Asselin-Labat et al., 2004). In 



  Article 2 

3 
 

contrast, GILZ has been shown to promote apoptosis in thymocytes (Delfino et al., 2004)  and in 

chronic myeloid leukemia cells (Joha et al., 2012). Altogether, these results highlight that GILZ 

regulations and functions are particularly dependent on cell types.  

Up to now, it was admitted that GILZ expression was induced by anti-inflammatory signals such as 

GCs and IL-10 in macrophages and dendritic cells (Beaulieu and Morand, 2011; Cohen et al., 2006; 

Hamdi et al., 2007). Beaulieu et al. reported that the gilz mRNA was expressed in the synoviocytes of 

patients suffering from rheumatoid arthritis (Beaulieu et al., 2010). We recently detected, for the 

first time, GILZ at the mRNA and protein levels in blood neutrophils from patients suffering of acute 

respiratory distress syndrome (ARDS) (Espinasse et al., manuscript in preparation). These results 

recently obtained in two inflammatory diseases suggested that GILZ could be involved in the fate of 

the inflammatory response. 

 Taking into account these recent observations, we raised the hypothesis that GILZ expression in 

neutrophils could play a role in neutrophil functions and survival. To this end, we used  human 

neutrophil-like PLB-985 differentiated cells. PLB-985 cells are of human origin and widely used as a 

surrogate model for human peripheral neutrophils. We generated GILZ overexpressing cells stably 

transfected with the human gilz gene. These cells were then differentiated in neutrophil-like cells 

using all trans-retinoic acid (ATRA) and dimethylformamide (DMF) and characterized for their main 

functions and for apoptosis. We found that GILZ over-expression led to an exacerbated apoptosis 

involving the mitochondrial pathway. Interestingly, apoptosis of PLB-985 GILZ clones was associated 

with a downregulation of Mcl-1. This model suggests that in neutrophils, GILZ could participate in the 

control of apoptosis, essential to the resolution of inflammation in vivo.  

 

  

http://www.macmillan.org.uk/Cancerinformation/Cancertypes/Leukaemiaacutemyeloid/TreatingAML/ATRA.aspx
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MATERIALS AND METHODS  

Chemicals and reagents  

Phorbol myristate acetate (PMA), all-trans retinoic acid (ATRA), 2′,7′-dichlorofluorescin diacetate 

(DCFH-DA), 3,3’-dihyloxacarbocyanine iodide (DiOC6), β-mercaptoethanol and the 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) inhibitor LY-294002 were obtained from Sigma-Aldrich (Lyon, 

France). Antibodies for flow cytometry (CD11b and mouse IgG1), BD kit Cytofix/CytopermTM and 

Annexin V/7AAD were obtained from BD Biosciences (San Jose, USA).  Fluorescein-conjugated 

zymosan A was obtained from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France).  N,N- Dimethyl formamid (DMF) 

was obtained from Carbo Erba (Rodano, Italy). The pan-caspase inhibitor Q-VD-OPH was from 

Biovision (Mountain View, USA).  HBSS was obtained from Gibco Life Technologies (Saint Aubin, 

France).  

PLB-985 culture and differentiation 

The human myeloid leukemia cell line PLB-985 was a generous gift from Véronique Witko-Sarsat 

(Cochin institute, INSERM UMR 1016). Cells were maintained in RPMI-1640 medium, containing 0.1 

mg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin, 1% sodium pyruvate (Fisher Scientific, Illkirch, France) and 

10% foetal calf serum (PAA, Les Mureaux, France). Cells were maintained between 0.1 to 1x106/ml. 

For granulocytic differentiation, exponentially growing cells at a starting density of 3 x 105/ml were 

cultured in RPMI-1640 supplemented with 0.5% N,N-dimethylformamide (DMF, Carbo Erba), 1µM 

ATRA (all-trans retinoic acid, Sigma-Aldrich), 1% sodium pyruvate and 5% foetal calf serum. The 

medium was changed once on day 3 during the 5 day differentiation period and cells were adjusted 

at 1 x 106/ml (Semiramoth et al., 2009).  

On day 5, granulocytic differentiation was assessed by morphological analysis of cytocentrifuged cells 

stained with Giemsa (Sigma Aldrich), by the measure of CD11b cell surface expression and of H2O2 

production as described below. Cell viability was assayed before experiments by trypan blue 

exclusion and was routinely >95%. 

Plasmid constructs and transfection 

pcDNA3-Myc and pcDNA3-Myc-GILZ constructs were previously described (Asselin-Labat et al., 

2004). PLB-985 cells were transfected with pcDNA3-Myc or pcDNA3-Myc-GILZ using AMAXA system, 

program U015 in dendritic cells buffer. Four millions of cells were transfected with 4µg of plasmid. 

Selection of stably transfected cells was initiated 48 hours after electroporation using 1.2 mg/ml 

G418 (Fisher Scientific). Cells were then cloned by limiting dilution. GILZ clones were selected based 

on GILZ expression (PLB-985-GILZ clones). Control clones (PLB-985-Myc clones) were selected by 

comparison with wild-type cells (PLB-985-WT). 
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Immunofluorescent staining and flow cytometry analysis. 

3 × 105  PLB-985 cells  were washed once in PBS and incubated in PBS containing 0.05% bovine serum 

albumin (BSA) for 30 min at 4°C with anti-CD11b-PE (phycoerythrin) (BD Biosciences) and appropriate 

antibody isotypes (mouse IgG1, BD Biosciences). After incubation, cells were washed twice in PBS 

containing 0.05% BSA, once in PBS and then fixed in PBS + 1% formaldehyde. PLB-985 cell phenotype 

modifications were detected using a FACSCalibur flow cytometer, equiped with a 15 mV, 488nm 

argon laser (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).  For each sample, 10,000 cells were acquired from 

a gated homogenous cell population selected from a side- versus forward-scatter dot plot and 

analyzed using the CellQuest software. Results were expressed as the MFI (mean fluorescence 

intensity) of cells labeled with antigen-specific antibody divided by the MFI of isotype labelled cells. 

Hydrogen peroxide (H2O2) production  

Differenciated PLB-985 cells (106/ml in HBSS) were preincubated for 15 min with 1.25 µM of DCFH-

DA (Sigma-Aldrich) in a water bath under gentle shaking at 37°C. Cells were then stimulated for 15 

min at 37°C with 50 ng/ml PMA (Sigma-Aldrich).  H2O2 production was measured  by cytofluorometry 

using a FACSCalibur described before. A stimulation index (termed fold induction) was calculated as 

the MFI ratio of PMA-treated cells versus unstimulated cells.  

Phagocytosis 

Fluorescein-conjugated zymosan A (Invitrogen) particles were opsonised by incubation for 1h at 37°C 

in pooled and decomplemented human sera diluted by half with PBS. Particles were then washed 

three times in PBS. PLB-985 cells on day 5 of differentiation (5 x106/ml) were then incubated for 30 

min at 37°C with the particles. The ratio of 10 particles per cell was found optimal. Synchronisation of 

the interaction between cells and particles was achieved by rapidly sedimenting the cells together 

with zymosan particles. Phagocytosis was arrested by adding cold PBS and trypan blue (1.2mg/ml 

final concentration) to quench the fluorescence of the non-ingested particles that remain associated 

with the cells. Cells were also incubated with zymosan particles at 4°C as a negative control.  

Giemsa coloration 

After cytospin, cells are fixed in methanol, incubated with Giemsa (Sigma Aldrich) and observed by 

microscopy.  

Apoptosis measurements: 

a. Measurement of the mitochondrial trans-membrane potential (ΔΨm).  

The mitochondrial transmembrane potential (ΔΨm) was measured by a flow cytometryc method 

based on the capacity of intact mitochondria to take up and retain the lipophilic cationic fluorescent 

dye DiOC6. This dye leaks into the cytoplasm from mitochondria undergoing the transition from 
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polarized ΔΨm to depolarized ΔΨm (due to apoptosis), resulting in a decrease in fluorescence. PLB-

985 cells (1 x 106 /ml in culture medium) were loaded with 100 nM DiOC6 for 1h at 37°C and then 

washed three times in PBS before fluorescence measurment by flow cytometry. The loss of 

mitochondrial transmembrane potential was expressed as the percentage of cells with a low DiOC6 

fluorescence intensity. Fluorescence was measured by flow cytometry using a FACSCAlibur. Results 

were expressed as the percentage of low fluorescent cells. 

b. Caspase-8 activity assay 

PLB-985 cells at day 5 and 7 of differentiation (1 x 106 /ml in culture medium) were incubated with 

1µl of FITC-IETD-FMK at 37°C (CaspGLOW Fluorescein Active Caspase-8 kit, eBioscience, Paris, 

France). Cells were then washed three times in washing buffer before measurement of fluorescence 

by flow cytometry. Results were expressed as percentage of positive cells. 

c. Caspase-3 activity assay 

PLB-985 cells were fixed and permeabilized using the BD kit Cytofix/CytopermTM according to the 

manufacturer’s protocol (BD Biosciences). Cells were incubated with 2 µl of active caspase-3 

antibody (BD Biosciences) for 30 min at room temperature. After two washings in PermWash Buffer, 

fluorescence was measured by flow cytometry. Results were expressed as percentage of positive 

cells. 

d. Annexin-V externalisation and DNA hypodiploidy 

Apoptosis was determined using flow cytometry by quantification of DNA hypodiploidy (SubG1 peak) 

as previously described (Asselin-Labat et al., 2004), and by quantification of Annexin-V positive cells: 

harvested cells were incubated with Annexin-V-PE and 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) according to 

the manufacturer’s protocol (BD Biosciences). Data acquisition was performed using the Cellquest 

software (BD Biosciences). 

Immunoblotting. 

Cells (106 cells/ml) were harvested and washed in cold PBS before lysis in 40 µl lysis buffer (20mM 

Tris pH 7.4, 137mM NaCl, 2mM EDTA pH 7.4, 2mM sodium pyrophosphate, 1% Triton, 10% glycerol, 

1mM PMSF, 1mM Na3VO4, 25mM β-glycerophosphate, 10  µg/ml aprotinin, 10  µg/ml leupeptin and 

10  µg/ml pepstatine) and centrifuged at 17,600 × g for 20 min at 4°C, before the supernatants were 

collected. Total protein concentration was evaluated using bicinchoninic acid assay, and equal 

amounts of denatured proteins (50 µg) were loaded onto 15% SDS-PAGE gel and then transferred 

onto a PVDF membrane. Membranes were then incubated with antibodies raised against Mcl-1 

(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Allemagne, sc-819), cleaved caspase-3 (Cell Signalling 

Technology, Danvers, MA, USA, ASP175), caspase-9 (Cell Signalling Technology, #9502), BIM 
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(Calbiochem, 22-40), BID (Cell Signalling Technology, #2002), Annexin-A1 (BD Biosciences, clone 

29/Annexin I), PCNA (Calbiochem, San Diego, CA, clone Ab-5), BAX (Santa Cruz Biotechnology, clone 

N20), GILZ (Asselin-Labat et al., 2004), MKP-1 (Santa Cruz Biotechnology, clone M18), phospho-JNK 

(Cell Signalling Technology, CST9251), phospho p38 (Cell Signalling Technology, CST9212), Bak (Santa 

Cruz, clone H-211). Membranes were then stripped, and reprobed with an antibody against β-tubulin 

(Sigma Aldrich, clone TUB 2.1), JNK (Cell Signalling Technology, CST9252) or p38 (Cell Signalling 

Technology, CST9212), as a loading control. Immunoreactive bands were detected by 

chemiluminescence using a ChemiDoc XRS+ System (Biorad, Marnes la Coquette, France). Bands 

were quantified using Image Lab software. Results were expressed as the ratio of the protein of 

interest to β-tubulin.  

Real-time PCR analysis 

PLB-985 cells were frozen at different times along differentiation in RNA Plus TM (MP). Total RNA was 

isolated according to the manufacturer’s protocol. Reverse transcription and real-time PCR was 

conducted as previously described (Migdal et al., 2013). Real-time PCR analysis was performed using 

the SYBR Green technology on a Biorad CFX96 system. Briefly we used Sso Advanced EvaGreen 

Supermix (Bio-Rad) and amorces again Mcl-1 [5′- TAAGGACAAAACGGGACTGG-3′ and 5′-

ACCAGCTCCTACTCCAGCAA-3′] (Schulze-Bergkamen et al., 2008), gapdh, [5’-CAGCCTCAAGATCATCAG 

CA-3’ and 5’-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3’] and  b2m (beta-2-microglobulin), [5’-ACCCCCACTGAAAA 

AGATGA-3’ and  5’-ATCTTCAAACCTCCATGATG-3’). The quantification was performed with the Biorad 

CFX Manager software, and data were analyzed using the delta-delta Ct method (∆∆Ct). Ratio was 

calculated as the geometrical mean of (1 + E)−∆∆Ct values, where E is the efficiency and ∆∆Ct is the 

target gene expression of treated cells compared with normal levels in untreated cells and corrected 

using the expression of the reference genes gapdh and B2M. Results were expressed as variation 

compared to WT cells (i.e., ratio of (1 + E)−∆∆Ct of clone cells/(1 + E)−∆∆Ct of WT cells). 

Statistical analysis 

Experiments were performed at least three times and results were presented as mean ± SEM 

(standard error of the mean). Mann-Whitney tests were used to compare pairs of means (generally 

“Myc” group, versus “GILZ” group). Results were considered significant for p<0.05. Statistical 

analyses were performed with GraphPad Prism software (San Diego, CA, USA). 
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RESULTS  

 

GILZ expression did not alter PLB-985 cells differentiation.  

Human neutrophils are short-lived terminally differentiated cells which can’t be genetically modified. 

Once differentiated, PLB-985 cells share many functional features with peripheral blood mature 

neutrophils and are therefore widely used to study molecular mechanisms of neutrophils biology 

(Pedruzzi et al., 2002; Semiramoth et al., 2009). We generated GILZ overexpressing cell clones stably 

transfected with the human gilz gene (PLB-GILZ clones) and control cells clones (PLB-Myc) (figure 1A). 

These cells can be induced in vitro towards the neutrophils lineage using all trans-retinoic acid (ATRA) 

and dimethylformamid (DMF). We verified the presence of multi-lobed nuclei (figure 1B), measured 

CD11b expression (figure 1C), oxidative burst (figure 1D) and phagocytosis capacity (figure 1E) in WT 

PLB-985 cells, PLB-Myc and PLB-GILZ clones. No differences of CD11b expression was observed in 

PLB-GILZ compared to PLB-Myc clones and WT PLB-985 cells (figure 1C). Cell surface expression of 

CD11b in PLB clones on day 5 of differentiation was similar from that obtained with PMN freshly 

isolated from blood (data not shown), reflecting the terminal granulocytic maturation of these 

clones. PLB-Myc and PLB-GILZ clones acquired similar respiratory burst capacities (figure 1D), since 

H2O2 production in response to PMA was similar in PLB-Myc and PLB-GILZ clones, as assessed using 

dichlorofluorescein (DCFH-DA) (figure 1D). The production of O2
-. was also similar for PLB-Myc and 

PLB-GILZ clones as measured using dihydroethidium (DHE) and luminol (data not shown). Finally, the 

phagocytosis capacities of PLB-Myc and PLB-GILZ differentiated clones were found equivalent (figure 

1E). Altogether these results indicated that differentiated PLB-985 cells provided a neutrophil-like 

model suitable for the study of GILZ roles in neutrophils.  

 

Expression of GILZ promotes apoptosis in PLB-985 differentiated cells. 

Circulating neutrophils enter spontaneously into apoptosis as terminally differentiated cells 

(Gabelloni et al., 2013). We evaluated whether GILZ over-expression could modulate apoptosis of 

differentiated PLB-985 cells. Day 5 of differentiation was chosen since we observed the highest 

oxidative burst at day 5 (data not shown). Differentiated PLB-985 cells rapidly underwent apoptosis 

when differentiation was completed. Cells were characterized for their spontaneous and PMA 

activation-induced apoptosis through SubG1 analysis and Annexin V/7AAD staining (figure 2). Results 

showed that GILZ over-expression led to an exacerbated apoptosis in these cells on day 5 of 

differentiation compared to PLB-Myc clones (figure 2A and 2B). Furthermore, to better characterize 

the kinetics of apoptosis, we followed DNA hypodiploidy of the cells during differentiation and 

observed that apoptosis started after 3 days of differentiation (figure 2C). PLB-GILZ clones were also 
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more sensitive to apoptosis induced by PMA activation compared to PLB-Myc clones (figure 2D). 

Precisely, we observed that the apoptosis kinetics of PLB-GILZ clones was faster, as assessed by the 

slope of the apoptosis rate (figure 2E). 

 

Apoptosis of PLB-GILZ clones is caspase-dependent. 

Caspases are key players in neutrophil apoptosis (Geering and Simon, 2011). We evaluated whether 

caspases were involved in GILZ-induced exacerbation of PLB-985 apoptosis. To this end, we treated 

cells with a pan-caspase inhibitor, QVD-OPH. Results showed that QVD-OPH treatment prevented 

apoptosis in PLB-GILZ and PLB-Myc clones (figure 3A). 

To identify the caspases involved, PLB-985 Myc and GILZ clones were differentiated for five days and 

caspases-9, -3 and -8 activations were followed using western blot and flow cytometry. We observed 

a significant augmentation of procaspase-3 cleavage in PLB-GILZ clones compared to PLB-Myc clones 

with the p23 subunit well expressed as measured by western blot (figure 3B and C). These results 

were confirmed with flow cytometry (figure 3D). We then observed that GILZ over-expression 

accelerated caspase-3 activation during the differentiation, as assessed by flow cytometry and 

western blot measuring the p23 active fragment (figure 3D and E). Differences were evidences since 

day 4 by flow cytometry and since day 5 by western blot, reflecting the different sensitivities of both 

techniques. We found also a highest activation of caspase-9 at day 5 of differentiation in PLB-GILZ 

clones, although not reaching statistical difference. Results obtained by flow cytometry showed a late 

activation of caspase-8 in PLB-GILZ clones on day 7 of differentiation that was statistically significant 

compared to PLB-Myc clones.  

 

Alteration of mitochondrial potential in PLB-GILZ clones. 

Caspase-9 is activated following apoptosome formation, allowed by the release of cytochrome c from 

permeabilized mitochondria (Gabelloni et al., 2013). Loss of mitochondrial potential is a hallmark of 

the classical pathway of apoptosis. We decided to follow the loss of mitochondrial potential with 

DIOC6 staining and cytometry analysis. We found a significant augmentation of mitochondrial 

potential alteration in PLB-GILZ clones compared to PLB-Myc clones. This loss of mitochondrial 

potential was accelerated in PLB-GILZ clones (figure 4A), as evidenced by the slope calculated from 

each clones kinetics (figure 4B). 

 

Expression of apoptotic-regulating proteins in PLB-985 differentiated cells. 

Mitochondrial integrity and cell apoptosis are controlled by proteins from the Bcl-2 family (Shamas-

Din et al., 2013). In neutrophils, other proteins are also implicated such as Annexin A1 or PCNA  

(Geering and Simon, 2011). We investigated the expression of the pro-apoptotic proteins Bim and Bid 
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(figure 5A) in clones on day 5 of differentiation. Bid expression was not impacted by GILZ over-

expression, and no truncation could be detected, consistent with the low activation of caspase-8 

observed in PLB clones on day 5 (figure 5A and D). Bim-EL (Bim-Extra Long) expression was 

diminished in PLB-GILZ clones (figure 5A and C), confirming previous results obtained in the 

laboratory in CTLL-2 lymphoid cells and reflecting the well-documented effect of GILZ on Bim 

expression (Asselin-Labat et al., 2004). BIM long and small (BIML, BIMS) were not detected in both 

clones (data not shown). We then measured the expression of Annexin A1, a protein known to be 

pro-apoptotic in neutrophils. Annexin-A1 expression was not impacted by GILZ over-expression in 

PLB-985 differentiated cells, as evaluated by western blot (figure 5A and B). PCNA has recently been 

linked to neutrophil apoptosis. Interestingly, it localizes in neutrophils cytoplasm and interacts with 

caspases, thus preventing apoptosis (Witko-Sarsat et al., 2010). GILZ over-expression didn’t modulate 

PCNA expression as assessed by western blot on day 5 of differentiation (figure 5E and F). We also 

observed a similar diminution of PCNA expression in PLB-MYC and PLB-GILZ clones along the 

differentiation (data not shown), reflecting the decrease observed in primary neutrophil apoptosis 

(Witko-Sarsat et al., 2010).  

 

Loss of mitochondrial potential may be consecutive to pores formation in mitochondrial membrane 

and is often associated with Bax (Bcl-2-associated X) activation, especially in neutrophils (Croker et 

al., 2011). We followed Bax expression by western blot in four representative clones. Interestingly, 

Bax expression increased in both types of clones during differentiation, reflecting the fact that cells 

entered spontaneously into apoptosis (figure 6A). At day 0, 3 and 5 of differentiation, no differences 

in Bax expression were observed, as confirmed by western blot realized for all the clones on day 5 of 

differentiation (figure 6B, C and D). Bax activation can be detected by an increase of expression, but 

also by a change in protein conformation. We then decided to evaluate Bax conformation using an 

antibody directed against “active” Bax, the 6A7 clone. The 6A7 antibody  recognizes an epitope in the 

NH2-terminal region of Bax that is occluded under normal conditions, but can be exposed as a 

consequence of conformational changes associated to Bax translocation to mitochondria in stressed 

cells (Bellosillo et al., 2002). However, our results didn’t evidence any differences between PLB-Myc 

and PLB-GILZ clones (data not shown).  

 

ROS can be involved in apoptosis mechanisms (Geering and Simon, 2011). To evaluate ROS 

implication in GILZ-induced exacerbation of apoptosis we treated PLB cells with β-mercaptoethanol, 

an anti-oxidant molecule, during the course of PLB-985 differentiation. β-mercaptoethanol reduced 

apoptosis of PLB-GILZ and PLB-Myc clones in a comparable manner, suggesting GILZ didn’t interfere 

with ROS effects (supplementary data 1).  

http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-2-associated_X_protein
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Expression of Mcl-1 is down-regulated in PLB-GILZ clones. 

Mcl-1 is a pro-survival member of the Bcl-2 family critical in neutrophils apoptosis control. Almost all 

molecules promoting neutrophils survival lead to Mcl-1 expression or stabilization (Milot and Filep, 

2011; Wardle et al., 2011). We evaluated whether GILZ could impact Mcl-1 expression. Our results 

showed that apoptosis of PLB-GILZ clones was associated with a down-regulation of Mcl-1 observed 

at the protein level on day 5 of differentiation (figure 7A and B), but not at the transcriptional level 

(figure 7C). We determined by western blot that Mcl-1 diminution occurred between day 4 and 5 

(data not shown). Mcl-1 protein turnover is mostly controlled by phosphorylations (Thomas et al., 

2010). In particular, the phosphorylation of Mcl-1 by JNK (c-Jun N terminal kinase) on the Ser159 

residue may favour Glycogen synthase kinase 3 (GSK3) phosphorylation on S155 and S159 residues in 

the PEST sequence followed by polyubiquitination and targeting of Mcl-1 to the proteasome. 

Interestingly, we found a significant elevated and sustained activation of JNK in PLB-GILZ clones on 

day 5 of differentiation (figure 7D and E). This activation was observed from day 3 but was not 

statistically significant at that time (data not shown). The p38 MAPK (Mitogen-activated protein 

kinases), which can also phosphorylate Mcl-1, was also more phosphorylated in PLB-GILZ clones than 

in PLB-Myc clones on day 5 of differentiation (figure 7F). The MAPK phosphatase 1 (MKP-1) has been 

described to participate in the regulation of JNK and P38 MAPK phosphorylations (Wang and Liu, 

2007). We evaluated the expression of MKP-1 during PLB-985 cells differentiation by western blot 

(figure 7G). The expression of MKP-1 was similar during the course of the differentiation in PLB-GILZ 

and PLB-Myc clones and detectable from day 3 (figure 7G), suggesting that GILZ effects on JNK and 

P38MAPK phosphorylations was not the consequence of an altered MKP-1 expression.  

 

 

 

  

http://dictionnaire.reverso.net/anglais-francais/regrettably
http://dictionnaire.reverso.net/anglais-francais/regrettably
http://dictionnaire.reverso.net/anglais-francais/regrettably
http://dictionnaire.reverso.net/anglais-francais/regrettably
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DISCUSSION  

GILZ is a protein that is rapidly expressed upon GC-treatment and believed to relay part of the anti-

inflammatory effects of GCs. Indeed, GILZ has been shown to alter AP-1 and NF-кB pathways, known 

to be pivotal in inflammatory processes (Beaulieu et al., 2010). GILZ is also involved in cell survival 

having pro- or anti-apoptotic effects depending on the cell type and the stimuli used (Asselin-Labat et 

al., 2004; Delfino et al., 2004; Joha et al., 2012). We recently detected GILZ mRNA and protein 

expressions in blood neutrophils of patients suffering from an acute systemic inflammatory 

syndrome called ARDS (Acute Respiratory distress syndrome). ARDS is a pulmonary syndrome known 

to be associated with neutrophils infiltration and where neutrophil apoptosis plays a crucial role in 

the resolution of inflammation (Chopra et al., 2009).  

In this work, we addressed the role of GILZ expression on neutrophil functions with special emphasis 

on apoptosis. We used the PLB-985 cell line that differentiates into fully mature and functional 

neutrophil-like cells (Semiramoth et al., 2009; Witko-Sarsat et al., 2010) and stably over-expressed 

the human gilz gene in those cells. GILZ over-expression in PLB-985 cells did not alter the kinetics of 

PLB-985 cells differentiation after ATRA and DMF addition. Moreover, levels of CD11b expression, 

oxidative burst and phagocytosis were not affected upon GILZ over-expression. 

When differentiation is completed, PLB-985 cells undergo apoptotic cell death and are therefore 

currently used as a model of apoptosis of resting neutrophils (Witko-Sarsat et al., 2010). 

Interestingly, when GILZ was overexpressed in PLB-985 cells, we found a significative augmentation 

of apoptosis in PLB-GILZ clones compared to PLB-Myc clones. Despite some controversies, it is 

generally admitted that neutrophils can engage the intrinsic or the extrinsic death pathways resulting 

in activation of effector caspases (Geering and Simon, 2011). Particularly, in neutrophils undergoing 

spontaneous apoptosis, caspase-3 is known to be activated in a time-dependent manner and to play 

a central role in the execution of the apoptotic process. In PLB-GILZ cells, apoptosis was caspase-

dependent and characterized by the activation of caspase-9, -3 and -8. Caspase-8 activation occurred 

two days after the detectable activation of caspase-3, suggesting that its activation was not direct. 

Active caspase-3 could induce late activation of caspase-8 as an amplification loop, as suggested in 

other cell types (Ferreira et al., 2012). Neutrophils display few mitochondria, which hardly participate 

to ATP synthesis. Nevertheless, the mitochondrial death pathway is functional in these cells, probably 

due to elevated cytoplasmic Apaf-1 levels (Gabelloni et al., 2013). Consistent with caspase-9 

activation, our results showed an alteration of mitochondrial potential in PLB-GILZ clones and the 

kinetics of mitochondrial potential loss and caspase-3 activation were quite similar. Altogether, these 

results suggested that apoptosis evidenced in PLB-GILZ clones involved exacerbated activation of the  

mitochondrial pathway. 
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We questioned which regulating proteins could play a role in apoptosis induction around day 4 of 

differentiation in PLB-GILZ cells, according to the kinetics of hypodiploidy, caspase-3 activation, and 

mitochondrial potential loss. The balance between expression and activity of the pro-apoptotic and 

anti-apoptotic members of the Bcl-2 family of proteins is recognized to determine the lifespan of 

mature neutrophils. Under non-stimulated conditions, human neutrophils constitutively express 

relatively stable levels of proapoptotic proteins such as Bax, Bak, Bim or Bim (Geering and Simon, 

2011; Lindsten et al., 2000). Thus, neutrophil apoptosis and survival might be controlled essentially 

by the inducible expression or degradation of the antiapoptotic protein Mcl-1, whereas the levels of 

the proapoptotic proteins Bax, Bad, Bik, and Bak remain constant (Moulding et al, 2001). Consistent 

with the literature, our results showed no modulation of Bax expression. Bim was described to play 

an essential role in programmed death of granulocytes (Villunger et al, 2002) (Lindsten et al., 2000). 

We observed a down-regulation of Bim in PLB-GILZ cells, confirming a documented effect of GILZ on 

Bim expression. Indeed, we previously described that GILZ protects T-lymphocytes from IL-2-

withdrawal-induced apoptosis by preventing Bim expression at the transcriptional level (Asselin-

Labat et al., 2004). In CTLL-2 lymphoid cells, GILZ inhibited FOXO3 transcriptional activity by 

promoting its relocalization in the cytoplasm preventing induction of target genes such as bim (Latre 

de Late et al., 2010). The unconformity between Bim expression levels and apoptosis was already 

described and inhibition of apoptosis has been reported in murine T lymphocytes and neutrophils 

despite increased Bim levels (Bauer et al., 2007), evoking that Bim might be required but insufficient 

for cell death to occur. Bid truncation was not observed, confirming that caspase-8 was not likely to 

be involved in the activation of the mitochondrial pathway. We did not find any modulation of 

Annexin A1, known to be pro-apoptotic in neutrophils (Vago et al., 2012). Finally, PCNA expression, 

recently described as a central regulator of neutrophil and differenciated PLB-985 lifespan (Vago et 

al., 2012; Witko-Sarsat et al., 2011) was not affected by GILZ overexpression in PLB-GILZ cells. 

Altogether, these results suggest that in our model, the balance between death and survival signals 

was still in favour of apoptosis despite Bim down-regulation, probably due to antiapoptic proteins 

diminution of expression. 

Mcl-1 is a labile and inducible anti-apoptotic protein essential in the control of neutrophils lifespan. 

The majority of neutrophils survival signals modulates Mcl-1 expression, such as GCs, GM-CSF or 

hypoxia (Milot and Filep, 2011). Interestingly, our results illustrated that GILZ over-expression 

modulated Mcl-1, whose expression was reduced on day 5 of differentiation, while mcl-1 mRNA 

levels were not affected. In PLB-GILZ clones, a post-translational modification of Mcl-1 could be 

proposed to explain its diminution, as mcl-1 was not impacted at the mRNA level. Stability of Mcl-1 is 

controlled by phosphorylation of serine and threonine residues present in the N-terminal domain 
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PEST sequence -rich in proline (P), glutamic acid (E), serine (S), and threonine (T)-, which is associated 

with the targeting of proteins to the proteasome for rapid turnover (Thomas et al., 2010). In murine 

fibroblasts, stress-induced apoptosis is associated with Mcl-1 degradation which requires the 

coordinated activity of JNK and GSK3 (Morel et al., 2009). We observed a sustained increase of JNK 

phosphorylation in PLB-GILZ cells concomitant with Mcl-1 diminution. JNK can be activated by several 

stimuli such as growth factors, cytokines or stress signals (Dhanasekaran and Reddy, 2008). It has 

been described that a sustained activation of JNK is associated with apoptosis whereas the acute and 

transient activation of JNK may be involved in cell proliferative or survival pathways (Dhanasekaran 

and Reddy, 2008). We thus proposed that sustained JNK activation, observed in PLB-GILZ clones, 

could result in Mcl-1 phosphorylation and subsequent degradation by the proteasome. JNK 

activation is notably regulated by the MKP-1 phosphatase, but its expression was similar in the 

course of the differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones, unlike the recently described over-

expression of MKP-1 in a human endothelial cell line over-expressing GILZ (Cheng et al., 2013). The 

AKT pathway is largely described to inhibit GSK3 (Morel et al., 2009) and known to be central in 

neutrophils survival (Xu et al., 2010; Zhu et al., 2006). Recently, the inhibition of Akt by the specific 

inhibitor API-1 induced apoptosis in lung cancer cell lines by promoting a rapid increase in Mcl-1 

phosphorylation on S159 and T163 and Mcl-1 degradation, which was prevented by inhibition of 

GSK3 (Ren et al., 2013). Moreover, GILZ has recently been described to inhibit AKT in murine and 

human cell lines expressing BCR-ABL and over-expressing GILZ (Joha et al., 2012). The inhibition of 

AKT on serine 473 was implicated, notably allowing the down-regulation of Mcl-1 (Joha et al., 2012). 

In PLB-GILZ, we could postulate that an inhibition of AKT could allow GSK3 activation followed by 

phosphorylation and proteasomal degradation of Mcl-1. To support this hypothesis, a treatment of 

PLB-985 cells with LY 294 002, an inhibitor of the PI3K/Akt pathway, from day 4 to day 5 of 

differentiation induced massive apoptosis (around fifty percent of apoptotic cells, as assessed with 

hypodiploidy using flow cytometry) in PLB-Myc and PLB-GILZ clones (supplementary data 2). The 

excess of apoptosis of PLB-GILZ clones was no more detected, suggesting that GILZ-associated 

apoptosis could be linked to an inhibition of the AKT pathway.  

In this work, we showed for the first time that GILZ over-expression, in a recognized cellular model of 

neutrophil-like cells, promoted apoptosis. Our results proposed a novel anti-inflammatory function of 

GILZ, by promoting apoptosis of neutrophils GILZ could participate to the resolution of inflammation.  
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Figure 1: PLB-GILZ clones characterization. 

A. Expression of GILZ in stably transfected PLB-985 clones. Representative Western blot using polyclonal anti-

GILZ antibody. WT= PLB-985 wild type cells. Control clones (PLB-Myc) were termed M3, M4, M9 and M10. 

PLB-GILZ clones were termed G2, G7, G11, G19, G24 and G48. 

B. Presence of multi-lobed nuclei in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Representative images of one PLB-Myc 

clone (M4) and one PLB-GILZ clone (G2). Nuclei were stained with Giemsa coloration. 

C. Kinetics of CD11b expression in PLB-Myc clones (full line) and PLB-GILZ clones (dotted line). CD11b 

membrane expression was assessed by flow cytometry. MFI was expressed as CD11b MFI corrected by the 

MFI of the control isotype. The results represented were the means ± SEM of four independent 

experiments. 

D. Respiratory burst capacities on day 5 of differentiation for PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Cells were 

incubated with 1.25 µM DCFH-DA and stimulated of not with 50 ng/ml PMA. A stimulation index (Fold 

increase) was calculated as the MFI ratio of PMA-treated cells versus unstimulated cells. The results 

represented were the means ± SEM of four independent experiments. 

E. Phagocytosis capacities of PLB-Myc and PLB GILZ clones. Cells on day 5 of differentiation were incubated 

with fluorescein-conjugated zymosan A (10 particles per cell). After 30 minutes, the percentage of cells 

integrating zymosan was determined by flow cytometry. The results represented were the means ± SEM of 

four independent experiments. 
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Figure 2: Apoptosis of PLB-GILZ clones 

A. Apoptosis of PLB-Myc and PLB-GILZ clones on day 5 of differentiation. Apoptosis was measured using the 

AnnexinV/7AAD method. The percentage of AnnexinV positive cells (AV+) was significantly higher in PLB-

GILZ clones compared to PLB-Myc clones using a Mann Whitney  test (*=p<0.05, #=p<0,01 et ¤=p<0.001) ). 

The results represented were the means ± SEM of four independent experiments. 

B. Percentage of cells in SubG1 of PLB-Myc and PLB-GILZ clones on day 5 of differentiation. Cells on day 5 

were fixed with ethanol, stained with propidium iodide and analyzed for DNA hypodiploidy using flow 

cytometry. Hypodiploidy was significantly higher in PLB-GILZ clones using a Mann-Whitney test (¤ 

=p<0.001). The results represented were the means ± SEM of four independent experiments. 

C. Kinetics of apoptosis of PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Two representative PLB-Myc clones (M4/M10, full 

line) and two representative PLB-GILZ clones (G2/G48, dotted line) were used. Apoptosis was quantified 

using the SubG1 technique. PLB-GILZ clones were significantly more apoptotic from day 3 to day 7 using a 

Mann-Whitney test (*=p<0.05, #=p<0.01). The results represented were the means ± SEM of four 

independent experiments. 

D. Apoptosis induced by PMA activation on day 5 of differentiation. Cells were treated for 30 and 60 minutes 

with 2.5 ng/ml phorbol myristate acetate (PMA) and apoptosis was assessed using the SubG1 technique at 

the indicated times. PLB-GILZ clones (dotted line) went faster into apoptosis than PLB-Myc clones (full line) 

using a Mann-Whitney test (*=p<0.05). The results represented were the means ± SEM of four 

independent experiments. 

E. Slope of the apoptosis rate of PLB-GILZ and PLB-Myc clones treated with PMA. Cells were treated with 

PMA (2.5 ng/ml) for 30 minutes. The slopes were determined from the kinetics experiments of each clone.  

Slope values of PLB-GILZ clones were statistically higher than for PLB-Myc clones using a Mann-Whitney 

test (#=p<0.01). 
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Figure 3: Implication of caspases in GILZ-induced apoptosis 

A. Effect of a pan caspase inhibitor on PLB-985 apoptosis at day 5 of differentiation. Cells were treated with 

100µM QVD-OPH from day 3 to day 5 of differentiation or with DMSO.  Cells were fixed with ethanol, 

stained with propidium iodide and analyzed for hypodiploidy using flow cytometry. The results 

represented were the means ± SEM of four independent experiments. 

B. Activations of caspase-9 and caspase-3 in PLB-Myc and PLB-GILZ clones on day 5 of differentiation. 

Representative Western blot of four independent experiments. Caspase-9 antibody recognized the 45 kDa 

pro-form and the 37 and 35 kDa active forms. Caspase-3 antibody recognized exclusively the active forms 

at 23 and 17 kDa.  

C. Densitometric analysis of active caspase-3 expression (p23 subunit) on day 5 of differentiation. Results 

were normalized to the densitometric values of β-tubulin. Caspase-3 was significantly more activated in 

PLB-GILZ clones than in PLB-Myc clones using a Mann-Whitney test (# =p<0.01). The results represented 

were the means ± SEM of four independent experiments. 

D. Kinetics of caspase-3 activation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. PLB-Myc and PLB-GILZ clones were 

represented by full lines and dotted lines respectively. Caspase-3 activation was monitored using flow 

cytometry with an antibody directed to the p23 active form of caspase-3.  Differences were statistically 

significant using a Mann-Whitney test on day 4, 5, 6 and 7 (*=p<0.05). The results represented were the 

means ± SEM of four independent experiments. 
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E. Kinetics of caspase-3 activation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. The p23 form expression was assessed by 

western blot (as in A). Representative western blot for two representative clones M4 and G2 in three 

independent experiments. 

F. Activation of caspase-8 in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. PLB-Myc and PLB-GILZ clones were represented by 

full lines and dotted lines respectively. Caspase-8 activation was followed with FITC-conjugated IETD-FMK 

and cytofluorometry. Differences were observed on day 7 of differentiation but not on day 5 (statistically 

significant using a Mann- Whitney test #=p<0.01). The results represented were the means ± SEM of four 

independent experiments. 
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Figure 4: Alteration of mitochondrial potential in PLB-GILZ clones 

A. Measurement of mitochondrial potential in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. PLB-Myc and PLB-GILZ clones 

were represented by full lines and dotted lines respectively.Cells were loaded with 100µM DIOC6 for one 

hour and the mitochondrial potential was followed using cytofluorometry. The difference was statistically 

significant using a Mann-Whitney test on day 4, 5, 6 and 7 (*=p<0.05). The results represented were the 

means ± SEM of four independent experiments. 

B. Slope of the loss of the mitochondrial potential of PLB-Myc and PLB-GILZ clones. The slopes were 

determined from the observed kinetics of each clone.  Slope values of PLB-GILZ clones were statically 

higher than for PLB-Myc clones using a Mann-Whitney test (#=p<0.01). 
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Figure 5: Expression of apoptosis-regulating proteins in PLB-Myc and PLB-GILZ clones.  

A. Annexin A1, Bim extra long (EL) and Bid expressions on day 5 of differentiation. Representative western 

blot of four independent experiments.  

B. Densitometric analysis of Annexin A1 on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Results 

were normalized to the densitometric values of β-tubulin. Annexin A1 expression was not modulated by 

GILZ over-expression (using a Mann-Whitney test).  The results represented were the means ± SEM of four 

independent experiments. 

C. Densitometric analysis of Bim EL on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Results were 

normalized to the densitometric values of β-tubulin. Bim EL was less expressed in PLB-GILZ clones than in 

PLB-Myc clones (using a Mann-Whitney test, *=p<0.05). The results represented were the means ± SEM of 

four independent experiments. 

D. Densitometric analysis of Bid on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Results were 

normalized to the densitometric values of β-tubulin. Bid expression was not modulated by GILZ over-

expression (using a Mann-Whitney test).  The results represented were the means ± SEM of four 

independent experiments. 

E. PCNA expression on day 5 of differentiation. Representative western blot of four independent 

experiments. 

F. Densitometric analysis of PCNA on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Results were 

normalized to the densitometric values of β-tubulin. PCNA expression was not modulated by GILZ over-

expression (using a Mann-Whitney test). The results represented were the means ± SEM of four 

independent experiments. 
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Figure 6: Expression of Bax in PLB-GILZ or PLB-Myc clones. 

A. Expression of Bax during the differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Representative western blot 

for four representative clones M4/M10 and G2/G48 f and of three independent experiments.  

B. Densitometric analysis of Bax on day 0, 3 and 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Results 

were normalized to the respective densitometric values of β-tubulin. Bax expression was not modulated by 

GILZ over-expression during the differentiation (using a Mann-Whitney test). The results represented were 

the means ± SEM of four independent experiments. 

C. Expression of Bax on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Representative western blot 

of four independent experiments. 

D. Densitometric analysis of Bax on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Results were 

normalized to the respective densitometric values of β-tubulin. Bax expression was not modulated by GILZ 

over-expression during the differentiation (using a Mann-Whitney test). The results represented were the 

means ± SEM of four independent experiments. 
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Figure 7: Mcl-1 down-regulation in PLB-GILZ clones and JNK phosphorylation 

A. Mcl-1 expression on day 5 of differentiation. Representative western blot of Mcl-1 of four independent 

experiments.  

B. Densitometric analysis of Mcl-1 on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Results were 

normalized to the densitometric values of β-tubulin. Mcl-1 was significantly less expressed in PLB-GILZ 

clones than in PLB-Myc clones using a Mann-Whitney test (*=p<0.05). The results represented were the 

means ± SEM of four independent experiments. 

C.  mcl-1 mRNA expression on day 5 of differentiation. Real time PCR was performed using specific primers 

for mcl-1, gapdh and b2m. Relative quantity of mcl-1 mRNA was expressed as the mcl-1 mRNA expression 

level divided by the mean of gapdh and b2m mRNA levels (see materials and methods). The results 

represented were the means ± SEM of three independent experiments. 

D. Phosphorylation of JNK on day 5 of differentiation. Representative western blot of four independent 

experiments. 

E. Densitometric analysis of phospho-JNK expression on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ 

clones. Results were normalized to the densitometric values of JNK. JNK was significantly more 

phosphorylated in PLB-GILZ clones than in PLB-Myc clones using a Mann-Whitney test (¤=p<0.001). The 

results represented were the means ± SEM of four independent experiments. 

F. Phosphorylation of p38 MAPK on day 5 of differentiation in PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Representative 

western blot of four independent experiments. 

G. Expression of MKP-1 during the differentiation of two representative clones, M4 and G2. Representative 

western blot of three independent experiments. 
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Supplementary data 1: Effect of β-mercaptoethanol on apoptosis of PLB-Myc and PLB-GILZ clones at day 5 of 

differentiation. Cells were differentiated in ATRA / DMF with or without 50 µM of β-mercaptoethanol (not 

treated, Nt). Cells were fixed with ethanol, stained with propidium iodide and analyzed for hypodiploidy using 

flow cytometry. The results represented were the means ± SEM of four independent experiments. 
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Supplementary data 2: Effect of inhibition of AKT/PI3K on apoptosis of PLB-Myc and PLB-GILZ clones. Two 

representative PLB-Myc clones (M4/M10) and two representative PLB-GILZ clones (G2/G48) were treated with 

10µM LY-294 0002 from day 4 to day 5 of differentiation or with DMSO.  Cells were fixed with ethanol, stained 

with propidium iodide and analyzed for hypodiploidy using flow cytometry. The results represented are the 

means ± SEM of three independent experiments. 
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1 Caractérisation des clones GILZ 

1.1 Introduction 

Les clones de cellules PLB-Myc et PLB-GILZ, présentés dans l’article 2, ont été décrits au 

regard de l’augmentation de l’apoptose observée dans ces cellules. Cependant nous avons aussi 

rassemblé d’autres observations afin de mieux caractériser les conséquences fonctionnelles de 

l’expression de GILZ dans ces cellules et de mieux comprendre l’apoptose observée. 

Nous nous sommes tout d’abord intéressés à la localisation sub-cellulaire de GILZ, puis à une 

protéine membranaire exprimée par le neutrophile appelée DAF (Decay Accelerating Factor). Nous 

nous sommes ensuite arrêtés sur une observation morphologique spécifique des clones PLB-GILZ. Et 

enfin nous avons observé une particularité du cycle lors de l’entrée en différenciation des clones PLB-

GILZ. 

1.2 Matériels et méthodes 

Entretien de la lignée PLB-985 

Les cellules PLB-985 utilisées dans ce travail ont été données par V.Witko-Sarsat, INSERM 

UMR 1016 de l’institut Cochin. Les cellules ont été cultivées et différenciées en ATRA DMF comme 

décrit dans l’article 2 (ATRA, acide tout trans rétinoïque ; DMF, diméthylformamide). Nous avons 

obtenu des clones de cellules sur-exprimant GILZ, appelés PLB-GILZ, et des clones de cellules 

contrôles, appelés PLB-MYC (pour les détails cf. article 2). Les clones de cellules PLB-GILZ ont été 

choisis sur la base de niveaux d’expression protéique de GILZ homogènes, et les clones PLB-MYC sur 

la base des niveaux d’expression des cellules sauvages lors de la différenciation. Leur phénotype et 

leur apoptose ont été caractérisées dans l’article 2. 

Marquage extra- et intra-cellulaire 

Nous avons procédé au marquage extracellulaire comme présenté dans l’article 2, et au 

marquage intracellulaire en suivant les recommandations du kit BD Biosciences (cytofix/cytoperm) 

comme présenté dans l’article 2 en utilisant l’anticorps anti-DAF (BD Biosciences, Le pont de Claix, 

France, 555694) et son isotype associé (BD, 55574).  

Western Blot 

Les Western Blot ont été conduits comme décrit dans l’article 2. Nous avons recherché 

l’expression de la protéine LC3 (Sigma Aldrich, L7543) et de PARP (Clontech, 8192-1). 

Extraction des cytoplasmes et des noyaux ou fractionnement cellulaire 

10 millions de cellules ont été incubées 10 minutes dans un tampon hypotonique contenant 

10 mM HEPES, pH 7,8, 15 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mMphenylmethylsulfonyl fluoride, 1 

μg/ml aprotinine, 1 μg/ml leupeptine, 1 μg/ml pepstatine, 1 mM DTT. Les membranes 

cytoplasmiques ont été lysées au moyen d’un potter de type dounce avec 70 aller-retours avec le 

piston de type B pour les clones PLB-Myc et 50 pour les clones PLB-GILZ. Le lysat a été centrifugé à 

1,000 × g pendant 5 minutes à 4°C. Le culot, contenant les noyaux, a été resuspendu dans un tampon 

hypertonique (20 mM HEPES, pH 7,8, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA, 25% (vol/vol) glycérol, 1 
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mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 μg/ml aprotinine, 1 μg/ml leupeptine, 1 μg/ml 

pepstatine, 1 mM DTT, 400 mM NaCl). Les extraits nucléaires ont été centrifugés à  15,000 

× g pendant 20 minutes à 4 C. 

Marquage Giemsa et à l’huile rouge (Red Oil) 

150 000 cellules ont été concentrées sur lame à l’aide d’un cytospin (10 minutes à 800 

tours/minute) sur une lame. Elles ont été fixées en méthanol pendant 5 minutes à température 

ambiante, puis incubées pendant 5 minutes avec du Giemsa (Sigma-Aldrich). Après 3 lavages, les 

cellules ont été observées en immersion au microscope à épifluorescence (Zeitz Aristoplan) 

(grossissement x600). 

1 500 000 cellules ont été mises en culture pendant 30 minutes sur des lamelles recouvertes 

de polylysine. Après un rinçage en PBS à 37°C, les cellules ont été fixées avec un mélange de PBS/PFA 

10% pendant 15 minutes au minimum à TA (température ambiante). Après élimination de la PFA, les 

cellules ont été incubées 1h à 37°C avec une solution à l’huile rouge à 3mg/ml (Sigma-Aldrich). Après 

3 lavages, les cellules ont été incubées 2 minutes avec de l’hématoxyline (Sigma-Aldrich). Après 

montage entre lame et lamelle, les cellules ont été observées en immersion au microscope à 

épifluorescence (Zeitz Aristoplan). 

Suivi du cycle cellulaire 

Les cellules ont été fixées par de l’éthanol 70% puis marquées à l’iodure de propidium à 

0,05mg/ml. Le pourcentage de cellules en SubG1 et en phase G2/S a été déterminé à l’aide du 

logiciel Cell Quest (BD Biosciences). 

1.3 Résultats et Discussion 

1.3.1 GILZ est cytoplasmique dans les clones PLB-GILZ 

Nous avons évalué la localisation cellulaire de GILZ dans les clones PLB-GILZ en réalisant des 

extraits cytoplasmiques et nucléaires sur deux clones PLB-Myc (M4 et M10) et deux clones PLB-GILZ 

(G2 et G48) à J5 de différenciation. Nous avons réalisé des Western Blot afin d’évaluer la localisation 

de GILZ. Les résultats montrent que GILZ se trouve dans le cytoplasme de cellules PLB différenciées 

(figure 51), ce qui est en accord avec la littérature dans les autres types cellulaires déjà étudiés 

(Ayroldi et al., 2002; Latre de Late et al., 2010; Romero et al., 2012). 

 
Figure 51 : Localisation sub-cellulaire de GILZ dans les clones de cellules PLB-985 différenciés. Western Blot représentatif 
de 3 expériences. GILZ est localisé dans le cytoplasme des clones PLB-GILZ (G2 et G48). La pureté des extraits nucléaires (N) 
est évaluée par la révélation de la protéine nucléaire PARP et celle des extraits cytoplasmiques (C) par celle de la protéine 
cytoplasmique β-tubuline. 
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1.3.2 DAF n’est pas exprimé à la membrane des clones PLB-GILZ, un 

problème d’adressage ? 

DAF n’est pas exprimé à la membrane des clones PLB-GILZ 

Afin de caractériser le phénotype des cellules PLB-985 
différenciées surexprimant GILZ ou non, nous avons étudié 
l’expression de récepteurs membranaires exprimés par le PN, 
et particulièrement DAF (Decay Accelerating Factor), aussi 
appelé CD55. Il s’agit d’une glycoprotéine, fixée à la membrane 
par un ancrage GPI (glycosyl phosphatidyl inositol) (Mikesch et 
al., 2006) (figure 52). Elle est exprimée de manière ubiquitaire 
et existe sous forme soluble ou membranaire (Nowicki and 
Nowicki, 2013). Un grand nombre de facteurs solubles (VEGF, 
IL-4, TNF-α) et des hormones  (œstrogènes, progestérones…) 
ont été décrits comme capables d’augmenter l’expression de 
DAF sur la membrane plasmique, notamment des PN (Nowicki 
and Nowicki, 2013). Physiologiquement, DAF a pour principale 
fonction la protection des cellules contre la lyse autologue 
induite par le complément (Brodbeck et al., 2000). DAF inactive 
deux C3 convertases  et la C5 convertase, empêchant ainsi 
l’activation du complément (Brodbeck et al., 2000). DAF exerce 
également un rôle dans la migration des PN, et 
particulièrement dans la libération au niveau du pôle apical de 
l’épithélium (Lawrence et al., 2003). Il a été décrit que 
l’expression de DAF à la du PN diminue in vitro lors de son 
entrée en apoptose, de manière concomitante à la diminution 
du CD16 (Jones and Morgan, 1995).  

 
Figure 52 : Représentation schématique 
de la structure de DAF. SCR= short 
consensus repeats, GPI= glycosyl 
phosphatidyl inositol ; ST= domaine 
enrichi en sérine / thréonine pouvant 
être glycosylé (Mikesch et al., 2006). 

Nous avons suivi l’expression de DAF au cours de la différenciation en présence d’ATRA DMF 

(J0, J3 et J5) des clones PLB-GILZ et PLB-MYC. De manière intéressante, l’expression de DAF est 

augmentée au cours de la différenciation dans les clones PLB-MYC, mais DAF n’est jamais exprimé à 

la membrane dans les clones PLB-GILZ (figure 53A). Nous nous sommes posé la question si l’absence 

de marquage membranaire de DAF dans les clones PLB-GILZ reflétait une absence d’expression ou un 

problème d’adressage de la protéine à la membrane. Nous avons donc réalisé à J5 de différenciation 

un marquage intracellulaire et extracellulaire de DAF (figure 53B). De manière surprenante, 

l’expression intracellulaire a été détectée dans les clones PLB-GILZ. L’intensité de fluorescence de ce 

marquage semble correspondre à la différence entre l’intensité de fluorescence du marquage intra- 

et extracellulaire de DAF dans les clones PLB-MYC (figure 53C). Les clones PLB-Myc et PLB-GILZ 

expriment donc des quantités similaires de DAF, mais l’adressage à la membrane de DAF apparaît 

non fonctionnel dans les clones PLB-GILZ pour une raison qu’il reste à déterminer. 
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        A.                 

 
 
Figure 53 : Expression de DAF dans les clones PLB-Myc et PLB-GILZ. A. Suivi de la cinétique d’expression de DAF dans les 
clones PLB-MYC et PLB-GILZ à J0, J3 et J5 de la différenciation en ATRA / DMF (n=4). B. Histogramme de cytométrie en flux 
du marquage DAF intracellulaire ou extracellulaire pour 2 clones représentatifs M4 et G2 à J5 de différenciation. En violet 
plein, marquage intracellulaire et en rose l’isotype associé. En vert, le marquage DAF extracellulaire et en bleu l’isotype 
associé (n=2). C. MFI (moyenne d’intensité de fluorescence comme défini dans l’article 2) du marquage DAF des clones PLB-
MYC et PLB-GILZ à J5 de différenciation en intracellulaire (intra) ou extracellulaire (extra) (n=2). 
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Proposition d’hypothèses 

L’absence d’expression de DAF à la membrane pourrait s’expliquer par trois hypothèses. On 

pourrait envisager que DAF soit sécrété par les clones PLB-GILZ comme cela a été décrit lors de 

l’entrée en apoptose des PN (Jones and Morgan, 1995). Ensuite, une perturbation de la synthèse des 

ancres GPI pourrait être impliquée selon un mécanisme proche de celui décrit pour l’hémoglobinurie 

paroxystique nocturne ou HPN, (Pu and Brodsky, 2011). Une dernière possibilité serait un problème 

de transport dans le réticulum endoplasmique, au sein duquel les protéines synthétisées intègrent 

l’ancre GPI. Nous pourrions envisager que GILZ modifie l’expression d’une protéine présente dans les 

vésicules de transport comme p24 (Takida et al., 2008).  

Recherche d’autres protéines à ancre GPI impliquées 

Afin de mieux comprendre pourquoi DAF n’est pas exprimé à la membrane des clones PLB-

GILZ, il semble essentiel de regarder si d’autres protéines, et particulièrement des protéines à ancre 

GPI, présentent également un défaut d’expression à la membrane. Cependant, la lignée PLB-985 

n’exprime pas tous les marqueurs membranaires exprimés par le PN. En effet, les cellules PLB-985 

différenciées n’expriment pas ou très faiblement le CD15, le CD16, le CD66b et le CD62L (résultats 

non présentés). L’expression du CD11b (article 2) et du CD97 (figure 54) n’est pas affectée par la 

présence de GILZ. 

 

 
 
Figure 54 : Suivi de la cinétique d’expression du CD97 dans 
les clones PLB-MYC et PLB-GILZ à J0, J3 et J5 de la 
différenciation en ATRA DMF (MFI, moyenne d’intensité 
de fluorescence comme défini dans l’article 2). En traits 
pointillés sont figurés les clones PLB-GILZ et en traits 
pleins les clones PLB-MYC et les cellules PLB sauvages 
(WT). La cinétique d’expression est similaire.  

 

Conséquences fonctionnelles possibles 

L’impact de l’accumulation des protéines membranaires non adressées à la membrane par 

manque d’ancre GPI, n’est pas décrit dans la littérature. Ces protéines accumulées pourraient être à 

l’origine d’un stress cellulaire, et particulièrement d’un stress du réticulum endoplasmique. En effet 

ce dernier peut découler de l’accumulation de protéines mal repliées (Pagliassotti, 2012). 

L’absence de DAF à la membrane des PLB-GILZ pourrait rendre ces cellules plus sensibles à la 

lyse par le complément comme l’illustre le phénotype des patients atteints d’HPN, hémoglobinurie 

paroxystique nocturne. Il s’agit d’une cause rare d’anémie, causée par une absence d’expression de 

DAF par de nombreuses cellules, dont le PN et les hématies (Pu and Brodsky, 2011). Le défaut 

d’adressage de DAF à la membrane est causé par une mutation dans le gène pig-a, impliqué dans 

la synthèse de Phosphatidyl-Inositol Glycane (PIG). Le PIG (et son dérivé, le GPI) est lui-même 

nécessaire à l'ancrage de plusieurs protéines de membrane des cellules sanguines, en particulier le 

CD59 ou Protectine et le CD55 ou DAF, deux inhibiteurs du complément. Le déficit de PIG entraîne 

une perte d’ancrage à la membrane de ces protéines, rendant ainsi les cellules plus sensibles à la lyse 

par le complément, et est à l’origine de l’hémolyse caractéristique des patients souffrant de HPN. Le 
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complément étant plus actif en milieu acide, donc en deuxième moitié de nuit, l'hémolyse se produit 

de façon plus importante durant la nuit. Il a récemment été décrit que l’absence de DAF, par 

l’utilisation de souris KO pour DAF, permettait aussi une meilleure résistance aux infections 

bactériennes (Veninga et al., 2011). En effet, il a été montré au laboratoire que certaines bactéries, 

comme Escherichia coli, utilisent DAF pour induire une externalisation des PS indépendante de 

l’apoptose (Semiramoth et al., 2010).  

In vivo, l’absence de DAF améliore la survie dans un modèle d’arthrite induite par le 

collagène conduit sur des souris déficientes en DAF (Hoek et al., 2010). Ces résultats confirment une 

observation clinique : chez l’homme, une augmentation de DAF notamment dans des neutrophiles 

du liquide synovial de patients souffrant de PR a été décrite (Jones and Morgan, 1995). DAF est aussi 

le ligand de CD97, une molécule d’adhésion. Ainsi, DAF peut moduler le recrutement des leucocytes 

(PN  et macrophages principalement) sur le site inflammatoire. L’absence d’expression de DAF  limite 

ce recrutement comme l’illustrent les modèles murins d’arthrite évoqués précédemment. L’absence 

d’expression membranaire de DAF sur un neutrophile pourrait donc limiter l’inflammation dans 

certaines pathologies.   

1.3.3 Les clones PLB-GILZ renferment de nombreux globules lipidiques 

L’observation des clones PLB par cytométrie en flux a révélé qu’il existait une différence de 

granulosité entre les clones PLB-Myc et PLB-GILZ  au cours de la différenciation en présence d’ATRA 

DMF (figure 55). Les cellules sauvages et les clones PLB-Myc différenciés en présence de DMF seul 

présentent une granulosité plus faible que lors de leur différenciation en ATRA DMF (résultats non 

montrés). Les clones PLB-GILZ ne se différencient pas en présence de DMF seul et ont besoin de 

l’ATRA pour acquérir le phénotype d’un neutrophile. Il semble donc que l’ATRA soit à l’origine de 

l’acquisition de la granulosité observée et que le mécanisme soit exacerbé dans les clones PLB-GILZ.  

 
Figure 55 : Observation de la granulosité des clones PLB-MYC et des clones PLB-GILZ à J5 de différenciation en présence 
d’ATRA DMF par cytométrie en flux (FSC/SSC). Choix de 2 clones représentatifs. 

Nous avons alors cherché à mieux comprendre cette différence de granulosité des clones PLB 

et nous avons réalisé un marquage classique de PN, par le Giemsa, qui permet de visualiser le noyau 

(en violet) et le cytoplasme des cellules (en rose pale) (figure 56). De manière surprenante, nous 

avons observé des structures ne prenant pas la coloration. Ces structures sont circulaires et 

ressemblent à des vésicules. Elles ont des localisations cytoplasmiques homogènes. Il est intéressant 

d’observer qu’elles sont présentes dans les PLB sauvages différenciées et les clones PLB-MYC, mais 

que leur nombre est fortement accru dans les clones PLB-GILZ. Il est surprenant que ces structures ne 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide
http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9molyse
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prennent pas la coloration, car cela suggère qu’elles ne contiennent pas d’éléments du cytoplasme. 

En effet, la coloration est liée à la présence d’ARN ribosomique, notamment présent sous forme libre 

dans le cytoplasme. 

 
Figure 56 : Marquage Giemsa dans les clones PLB-MYC et PLB-GILZ à J5 de différenciation. On observe une augmentation 
du nombre de vésicules ne prenant pas la coloration Giemsa, reflétant qu’elles ne renferment pas d’ARN ribosomique. 

 Nous nous sommes demandé si ces structures pouvaient être des vacuoles d’autophagie, car 

elles en avaient la taille. Les vacuoles d’autophagie, également appelées autophagosomes, 

contiennent la forme clivée de la protéine LC3 (light chain 3), appelée LC3 II. En effet, la protéine LC3 

peut exister sous forme libre dans le cytosol (LC3 I) ou sous forme conjuguée à la 

phosphatidyléthanolamine et s’incorporer alors dans la membrane du pré-autophagosome (LC3 II) 

(Mitroulis et al., 2010). Si les structures présentes dans le cytoplasme des clones PLB-GILZ étaient des 

autophagosomes, des quantités plus importantes de la forme clivée de la protéine LC3 devraient être 

visibles. Or nous n’observons pas de différence d’expression de la protéine LC3 sous ses deux formes 

dans les clones (figure 57). Nous pouvons donc conclure qu’il y a de l’autophagie dans les clones PLB-

Myc et PLB-GILZ différenciés, mais dans des proportions identiques. Cela suggère que les structures 

observées ne sont pas des autophagosomes. 
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Figure 57 : Western blot (WB) représentatif de l’expression de LC3 I et LC3 II pour les clones PLB-Myc et PLB-GILZ à J5 de 
différenciation. La β-actine sert de contrôle de charge. 

Au regard de la littérature, la présence dans les PN de vacuolisations ne prenant pas la 

coloration Giemsa, mais la coloration des lipides a été décrite in vivo chez l’homme dans le cas de 

déficits de l’oxydation des acides gras (figure 58A), de déficit en carnitine, dans le syndrome de 

Dorfman Cahnarin, et l’anomalie de Jordans (Fenneteau et al., 2006). Cela a également été décrit 

dans des PN de LBA de patients souffrant de SDRA (Triggiani et al., 1995). 

 

  
Figure 58 : Comparaison du profil des clones PLB-GILZ  suite à un marquage Giemsa (B) à la littérature (A). (Fenneteau et 
al., 2006). A. Les deux images en haut représentent des PN avec un marquage Giemsa, et en bas avec un marquage à 
l’huile rouge. Il s’agit de PN avec un déficit de la beta oxydation des acides gras. B. Coloration Giemsa d’un clone PLB-
GILZ à J5 de différenciation. 

Nous avons donc réalisé un marquage à l’huile rouge sur les clones PLB à J5 de 

différenciation. Nous observons une coloration plus importante de globules lipidiques (prenant la 

coloration rouge) dans les clones PLB-GILZ que les clones PLB-Myc (figure 59). Nous pouvons donc en 

conclure qu’au moins une partie des structures observées correspondent à des globules lipidiques 

présents de manière plus importante dans les clones PLB-GILZ. 
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Figure 59 : Marquage à l’huile rouge des clones PLB-Myc et PLB- GILZ. Deux clones représentatifs PLB-MYC et deux PLB-
GILZ sont montrés. On observe un marquage plus important de globules lipidiques (en rouge) dans les clones PLB-GILZ 
que les clones PLB-Myc. 

La formation de globules lipidiques dans les cellules immunitaires et notamment les PN a été 

décrite et est généralement associée à un contexte inflammatoire (Bozza et al., 2009). Ils renferment 

des lipides neutres. Leur formation est un mécanisme particulièrement régulé, étroitement lié au 

réticulum endoplasmique. Ainsi les gouttelettes lipidiques peuvent être considérées comme une 

organelle inductible et inflammatoire. Elles ont un rôle dans la signalisation cellulaire, la régulation 

du métabolisme lipidique, la fluidité membranaire et la synthèse des médiateurs lipidiques de 

l’inflammation. En effet, elles contiennent notamment les enzymes impliquées dans la synthèse des 

éicosanoïdes. In vitro, la présence de ces structures a été décrite suite à un traitement par des acides 

gras insaturés, par PAF, et le LPS (Bozza et al., 2007). 

Les mécanismes contrôlant la formation des gouttelettes lipidiques dans les clones PLB-GILZ 

nécessitent d’être documentés. Les conséquences cellulaires et physiologiques de leur présence sont 

incertaines.  Au regard de la littérature, il est possible de se demander si ces structures sont 

impliquées dans la production de médiateurs lipides de l’inflammation.  

1.3.4 Comment lier ces deux observations à l’apoptose ou les en écarter? 

 

Implication de ces évènements au cours du temps  

Afin de pouvoir évaluer si l’absence d’expression membranaire de DAF, la granulosité accrue 

et l’apoptose des clones PLB-GILZ sont des évènements liés, il est sans doute essentiel de les replacer 

dans le temps (figure 60). L’absence d’adressage de DAF à la membrane dans les clones PLB-GILZ est 

indépendante de la différenciation. L’augmentation de la granulosité dans ces cellules est visible 

après 3 jours de différenciation et ne semble pas augmentée par la suite. La perte du potentiel 

mitochondrial débute à J3, mais l’activation de la caspase-3 est visible par Western Blot à partir de J5 

(article 2). 
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Figure 60 : Cinétique des principales modifications des clones PLB-GILZ au cours de la différenciation en présence d’ATRA 
DMF. 

Récemment il a été décrit qu’une apoptose, impliquant la voie mitochondriale, pouvait être à 

l’origine de la formation de gouttelettes lipidiques cytoplasmiques (Boren and Brindle, 2012). Cette 

accumulation de lipides, principalement de lipides neutres, est liée à une synthèse lipidique de novo. 

Cela résulte de l’inhibition de la β-oxydation des acides gras au niveau de la mitochondrie et de 

l’augmentation de l’activité de l’acétyl co-A synthétase. Ces deux évènements orientent la 

production de lipides au détriment de l’oxydation des acides gras. Les FRO, impliqués dans 

l’apoptose, sont à l’origine de l’inhibition de la β-oxydation (figure 61). Dans la lignée 

lymphomateuse murine EL4, l’apparition des gouttelettes lipidiques a lieu après 2 h de traitement 

par de l’étoposide avant même que les premiers signes de l’apoptose ne soient visibles (par 

l’externalisation des PS) (Boren and Brindle, 2012). 

Les gouttelettes lipidiques, mesurant de 0,2 à 2 µM de diamètre, contiennent des quantités 

variables d’acides gras polyinsaturés et de triacyl glycérides. Elle semblent liées à une activation de la 

phospholipase A2 et la formation de céramides (Blankenberg, 2008). 

L’apparition de gouttelettes lipidiques, comme premier signe visible de l’apoptose des clones 

PLB-GILZ, semble envisageable. Pour le confirmer, il faudrait montrer l’inhibition de la β-oxydation, 

l’activation de la phospholipase A2 et caractériser la nature des lipides stockés dans les gouttelettes. 

Une possibilité serait que GILZ, en inhibant la kinase Akt (article 2), pourrait prévenir l’oxydation des 

acides gras. En effet, dans un modèle murin, l’activation d’Akt augmente l’oxydation hépatique des 

acides gras et diminue l’accumulation de lipides (Izumiya et al., 2008). Cette inhibition, comme 

suggéré dans l’article 2, serait également impliquée dans l’apoptose des clones PLB-GILZ (article 2). 

Les difficultés d’adressage de DAF à la membrane seraient dans ce cas un évènement 

indépendant de l’apoptose ou concomitant. Pour l’heure, nous ne pouvons pas associer ou dissocier 

ces deux observations. 
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Figure 61 : L’apoptose affecte les voies de signalisation qui contrôlent la synthèse lipidique et le métabolisme 
énergétique. Les lipides sont synthétisés à partir du citrate, qui est transporté dans le cytosol suite à sa synthèse dans la 
mitochondrie par condensation de l’acétyl-CoA avec l’oxaloacétate. Le glucose est la principale source de carbone du 
citrate. La synthèse lipidique nécessite également le NADPH. ACC1= acetyl-CoA carboxylase; ACLY= ATP-citrate lyase; ACS= 
acyl-CoA synthétase; AMPK=AMP-activated kinase; ATM=ataxia-telangiectasia mutated; CPT-1=carnitine 
palmitoyltransferase 1; DAG= diacylglycerides; DAGAT= diacylglycerol acyltransferase; DHAP=dihydroxyacetone phosphate; 
FASN= fatty acid synthase; FATP= fatty acid transport protein; FFA= free fatty acids; G3P= glyceraldehyde 3-phosphate; G6=, 
glucose 6-phosphate; Glut= glucose transporter; HK= hexokinase; LDH= lactate dehydrogenase; PDH= pyruvate 
dehydrogenase; PK= pyruvate kinase; SREBP-1= sterol-receptor element binding protein; TAG= triacylglycerides; TIGAR= 
Tp53-induced glycolysis and apoptosis regulator; TSC2= tuberous sclerosis complex 2. (Boren and Brindle, 2012) 

1.3.5 La sur-expression de GILZ bloque les cellules dans une phase G2/M 

au cours de la différenciation 

Nous nous sommes demandé si GILZ pouvait moduler le cycle des clones PLB-985 et induire 

une mort cellulaire proche de la catastrophe mitotique (Castedo et al., 2004). En suivant le cycle 

cellulaire des clones PLB-GILZ et PLB-MYC au cours de la différenciation en ATRA-DMF, nous avons 

observé des cellules arrêtées en phase G2/M de J3 à J4 de la différenciation dans les clones PLB-GILZ. 

Cependant, ces cellules ne correspondent pas aux cellules en apoptose détectée au niveau du SubG1. 

En effet, une fois en apoptose, elle devrait avoir un contenu en ADN intermédiaire entre celui des 

cellules en G1 et G2 (figure 62B). Cela semble signifier que ces cellules meurent par un autre 

mécanisme car leur nombre diminue au cours de la différenciation cellulaire. Nous n’avons pour le 

moment pas réussi à comprendre ce qui entraîne l’arrêt de ces cellules en phase G2/M. Au regard du 

pourcentage des cellules arrêtées en phase G2/M, nous pouvons en conclure que l’apoptose 

observée n’est pas en lien avec une catastrophe mitotique. 

Les FOXO sont des facteurs de transcription impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire. On 

pourrait envisager que GILZ en inhibant les facteurs FOXO, pourrait impacter le cycle. En effet, GILZ 
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modifie la localisation des facteurs de transcription FOXO dans une lignée myéloïde, HL-60, proche 

de la lignée PLB-985 (Latre de Late et al., 2010). De plus, la diminution de l’expression de BIM dans 

nos clones PLB-985 (article 2), laisse entrevoir que GILZ inhibe bien  les facteurs FOXO dans notre 

modèle. GILZ diminue la quantité de cycline D1 en inhibant la kinase ERK, lorsqu’il est sur exprimé 

dans des hybridomes T murins (Ayroldi et al., 2007).  

GILZ dans des cellules épithéliales de cancer ovarien (lignée BG-1) induit une hyper-activation 

d’Akt et l’expression de la cycline D1 (Redjimi et al., 2009). GILZ pourrait modifier l’expression de la 

cycline D1 dans les clones des cellules PLB-985, perturbant ainsi le cycle cellulaire, ce qui pourrait 

expliquer l’arrêt de certaines cellules en G2/S. GILZ a également été décrit comme inhibiteur d’Akt 

dans des cellules issues d’une leucémie myéloïde chronique (Joha et al., 2012). L’inhibition de la voie 

PI3K/Akt par du LY 294002 induit un arrêt en phase G2/M de fibroblastes (Kandel et al., 2002). On 

pourrait envisager une inhibition d’Akt dans les clones PLB-GILZ, pouvant participer à l’arrêt de 

cellules en phase G2/M. Néanmoins, AKT ne semble pas être la seule kinase impliquée dans cet effet 

car des cellules transfectées avec une forme d’AKT constitutivement active présentaient sous LY 

294002 un arrêt en phase G2/M (Dangi et al., 2003).  
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Figure 62 : Evolution du pourcentage de cellules en SubG1 (A. figure de l’article 2) et de cellules en phase G2/M (B) au 
cours de la différenciation en ATRA DMF pour 2 clones PLB-GILZ (G2 et G48 en pointillés) et 2 clones PLB-MYC (M4 et 
M10). Les différences sont significatives (p<0.05) avec un test Mann Whitney à J3 et J4 pour les cellules en G2/M et à partir 
de J4 pour les cellules en SubG1. 
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2 Etude des inducteurs de l’expression de GILZ dans les 

polynucléaires neutrophiles circulants humains 

2.1 Introduction 

L’expression de GILZ a été décrite dans les cellules hématopoïétique (cellules dendritiques, 

mastocytes, monocytes, macrophages, lymphocytes T et B, thymocytes), les cellules épithéliales et 

endothéliales, les cardiomyocytes, les neurones, les spermatocytes, et les cellules souches 

mésenchymateuses (tableaux XVIII et XIV). L’expression de GILZ est induite par de nombreux signaux 

et les mécanismes d’induction semblent souvent spécifiques du type cellulaire. Cependant deux 

éléments se retrouvent dans de nombreuses situations : l’expression de GILZ est induite par les GCs 

et amplifiée par l’inhibition de la voie PI3K/Akt (Ayroldi and Riccardi, 2009; Grugan et al., 2008). 

De même il est possible d’envisager les signaux inducteurs de GILZ deux manières 

différentes. GILZ a longtemps été présenté comme un protéine induite par des molécules anti-

inflammatoires (GCs, IL-10 ou TGF-β) (Beaulieu and Morand, 2011). Cependant, Beaulieu et 

collaborateurs ont proposé GILZ comme un anti-inflammatoire endogène pouvant être induit dans 

un contexte inflammatoire (Beaulieu et al., 2010). Nos résultats sur les neutrophiles circulants de 

patients atteints de SDRA renforcent cette observation.  

Nous avons montré à l’aide de la lignée PLB-985 différenciée en neutrophiles que la 

surexpression de GILZ dans ce modèle induisait l’apoptose. Qu’en est-il dans un 

neutrophile primaire? 

L’expression de GILZ et son rôle dans le PN ne sont pas encore décrits dans la littérature.  

Nous avons donc cherché à comprendre quels mécanismes pouvaient permettre son expression. 

Nous avons pour cela mené trois approches : 

 Les inducteurs « classiques » de GILZ (plutôt anti-inflammatoires) induisent-ils 

l’expression de GILZ dans les PN ? 

 Un contexte pro-inflammatoire favorise-t-il l’induction de GILZ dans les PN ? 

 La sur-expression de GILZ dans la lignée PLB-985 induisant l’apoptose de ces cellules, 

nous nous sommes demandé si des molécules entraînant l’apoptose des PN 

pouvaient favoriser l’expression de GILZ ? 
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2.2 Matériels et méthodes 

Réactifs 

DFP, diisopropyl fluorophosphate (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Allemagne, sc-

203922), MG-262 (Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt, Germany), Trizol (Qiagen, Courtaboeuf, 

France), Dexaméthasone (Sigma Aldrich, Lyon, France), Hémisuccinate d’hydrocortisone (Sigma 

Aldrich, Lyon, France) , IL-10 (R&D systems Europe, Lille, France), TGF-β (R&D systems Europe), LPS 

(Sigma Aldrich), Dextran T500®(Pharmacia, Uppsala, Sweden), Ficoll (Eurobio, Les Ulis, France). 

Isolement des neutrophiles à partir de couches leuco-plaquettaires 

Les neutrophiles ont été isolés à partir de couches leuco-plaquettaires selon le protocole 

décrit dans l’article 1 (gradient de Ficoll et sédimentation en Dextran). Après une hémolyse, les PN 

ont été mis en culture à la densité de 5 millions/ml dans du RPMI 10%SVF. 

Western Blot 

Les Western Blots ont été réalisés comme décrit dans l’article 1. Les PN ont été lysés dans un 

tampon Laemmli enrichi en inhibiteurs de protéases, puis soniqués. 50 µg de protéines dénaturées 

ont été séparées sur un gel de SDS-PAGE 15%. Les anticorps dirigés contre les lysines acétylées et la 

protéine p38 sont commercialisés par Cell Signaling, contre la β-actine par Santa Cruz (sc-47778). 

L’anticorps dirigé contre GILZ est un anticorps polyclonal de lapin (Asselin-Labat et al., 2004). 

Les PN ont été traités ou non avec du DFP (Diisopropyl fluorophosphate) à 2,9 mM en PBS 

pendant 20 minutes à 4°C. Après 2 lavages en PBS, les cellules ont été lysées avec du tampon 

Laemmli comme décrit précédemment ou remises en culture.  

Extraction des ARN totaux et PCR quantitative en temps réel 

5 millions de PN ont été lysés dans 1ml de Trizol (Qiagen). L’extraction des ARN totaux, la RT-

PCR et la PCR quantitative a été effectuée comme décrit dans l’article 2. Les amorces utilisées pour 

gilz, la beta 2 microglobuline et  la gapdh ont été décrites dans l’article 1. 

Suivi de la survie des PN par cytométrie en flux après marquage à l’iodure de propidium 

Après fixation en éthanol 70% et lavage en PBS, 500 000 PN ont été incubés pendant 5 

minutes à température ambiante dans un tampon d’extraction de l’ADN (0,192  M Na2PO4 et 0,004% 

Triton X-100) (Riccardi and Nicoletti, 2006). Les cellules ont ensuite été remises en suspension dans 

une solution d’iodure de propidium à 0,05mg/ml, puis l’hypodiploïdie a été analysée par cytométrie 

en flux à l’aide d’un Facs Calibur (BD Bioscences). 
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2.3 Résultats et Discussion 

2.3.1 Signaux inducteurs de l’expression de GILZ dans les polynucléaires 

neutrophiles 

Induction par la dexaméthasone (Dex) 

Dans un premier temps, nous avons traité des neutrophiles isolés de couches leuco-

plaquettaires par des concentrations croissantes de dexaméthasone (Dex) (de 10-9 à 10-7 M). Nous 

avons mis en évidence une induction dose-dépendante de l’expression de GILZ au niveau 

transcriptionnel et traductionnel dans des polynucléaires neutrophiles (PN) stimulés par de la Dex 

(figure 63). Une importante variabilité de réponse à la Dex a été observée entre les différents 

donneurs (figure 63A et 63A). Nous avons également montré que GILZ était exprimé dans les PN en 

réponse à l’hémisuccinate d’hydrocortisone, notamment utilisé dans le traitement substitutif des 

patients souffrant de SDRA (résultats non présentés, n=3). 
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Figure 63 : Mesure de l’expression de GILZ en présence de Dex dans des PN humains évalué par western blot (A) ou par 
PCRq (B). Les PN ont été traités pendant 12h par des doses croissantes de Dex (10

-9
, 10

-8
, 10

-7
 M). La protéine P38MAPK est 

utilisée comme contrôle de charge. Les résultats de la figure 63B sont exprimés en moyenne ± SEM, n=11. 

In vitro, nous avons exposé les cellules à un stress oxydant, ou encore à des dérivés 

bactériens. Des résultats préliminaires semblent indiquer que le stress oxydant (par un traitement 

par le tert-butylhydroperoxide, tBHP), ou la présence de fMLP, stabilisent GILZ au niveau 

transcriptionnel et/ou traductionnel. Cette stabilisation semble soumise à des variations 

interindividuelles (figure 53A). Nous nous sommes demandé si de tels signaux (tBHP ou fMLP) 

pouvaient favoriser l’induction par les GCs de l’expression de GILZ dans le neutrophile. Nous avons 

donc associé le traitement par 1µM de tBHP ou 10-6 M de fMLP à des doses sub-optimales de Dex 

allant de 10-9 à 10-7 M (10-7 M étant la dose pour laquelle la réponse est maximale) (figure 53B). Les 

résultats montrent une plus forte induction de GILZ pour 10-9 et 10-8 M de Dex lors d’un co-

traitement par le tBHP ou le fMLP.  Il ressort donc que l’association de signaux est une voie à 

explorer.  
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L’inhibition de la voie PI3K/Akt potentialise l’induction de l’expression de GILZ par la Dex 

La voie PI3k/Akt a été largement décrite comme réprimant l’expression de GILZ (Grugan et 

al., 2008; Jia et al., 2013; Yang et al., 2009). Dans des cellules de patients atteints de myélome 

multiple, l’inhibition de cette voie potentialise l’induction de GILZ par les GCs. Le mécanisme 

impliqué demeure inconnu. Les auteurs ont proposé une interaction entre le GR et une sous-unité de 

la PI3K, ou une activation d’un membre de la famille FOXO suite à l’inhibition de la voie PI3k/Akt 

(Grugan et al., 2008). Le rôle de la voie PI3k/Akt a également été décrit dans les macrophages (Yang 

et al., 2009), les fibroblastes (Jia et al., 2013) et les lymphocytes T (Asselin-Labat et al., 2004). En 

effet, lors de la déprivation en IL-2, les lymphocytes T expriment GILZ suite à l’activation de FOXO3 

résultant notamment de l’absence d’activation d’Akt par l’IL-2 (Asselin-Labat et al., 2004). Nous 

avons cherché à évaluer si l’inhibition de cette voie par le LY 294002 favorisait l’expression de GILZ 

dans les PN. Les résultats montrent que le traitement par le LY 294002 ne modifie pas 

significativement l’expression basale de GILZ (figure 64A), mais favorise son induction en présence de 

doses sub-optimales de Dex (figure 64B). A nouveau, une grande variabilité en fonction des donneurs 

a observée. De manière similaire l’inhibition de ERK par le PD98059 à 50µM, l’inhibition de la p38 

MAPK par le SB203580 à 10µM et celle de JNK par le SP600125 à 10µM augmentent l’induction de 

l’expression de GILZ par la Dex (suivie en PCRq et western blot). Il s’agit de résultats préliminaires 

(n=2) qu’il serait intéressant d’approfondir.  

A. 

  

B. 

 
Figure 64 : A. Impact d’un contexte inflammatoire ou de l’inhibition de la voie PI3K/Akt sur l’expression de GILZ évaluée 
par PCRq. B. Mesure de l’expression de GILZ par PCRq en présence de concentration variable de Dex (de 10

-9
 à 10

-6
d M) et 

de 10
-6

 M de fMLP , d’1µM de tBHP ou 10µM de LY 294002, inhibiteur de la voie PI3K/Akt tBHP= tert-butylhydroperoxide. 
Les résultats de la figure 64B sont exprimés en moyenne ± SEM, n=3. 

Effets des cytokines et des chimiokines sur l’expression de GILZ 

Nous avons cherché à identifier les cytokines et chimiokines pouvant induire l’expression de 

GILZ dans les PN, sachant que ces médiateurs jouent un rôle prépondérant dans l’environnement 

inflammatoire et/ou anti-inflammatoire. Les cytokines impliquées dans la régulation de l’expression 

de GILZ peuvent se scinder en deux groupes, les cytokines induisant GILZ (l’IL-10, l’IL-13, et en 

élargissant la dénomination cytokine le TGF-β)(Berrebi et al., 2003; Cohen et al., 2006) et celles 

réprimant l’expression de GILZ (l’IL-2, l’IL-6, et l’IGF-1) (Asselin-Labat et al., 2004; Grugan et al., 

2008). 
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 Nous avons dans un premier temps évalué les effets de l’IL-10 et du TGF-, connus pour être 

des inducteurs de GILZ dans la cellule dendritique (Cohen et al., 2006; Hamdi et al., 2007b). Nous 

avons mesuré l’expression de GILZ  par PCR quantitative (figure 65A) et par Western Blot (figure 

65B). Le neutrophile n’exprime à sa surface qu’une des deux sous-unités du récepteur, l’IL-10R2 

(figure 6) (Bazzoni et al., 2010). Un traitement par du LPS ou de l’IL-4 permet le priming du PN, 

particulièrement l’expression de l’IL-10R1. La mise en culture des PN in vitro pendant plusieurs 

heures permet également le priming des PN (Cassatella et al., 2005). Nous avons vérifié, par le suivi 

de la phosphorylation de STAT-3 (Signal transducer and activator of transcription 3), que le récepteur 

de l’IL-10 était fonctionnel après 10h de culture des PN ou un traitement par du LPS pendant 4h. En 

effet, la phosphorylation de STAT-3 était détectable 10 minutes après un traitement par 30ng/ml 

d’IL-10. Cependant, l’IL-10 n’a pas induit l’expression de GILZ dans les PN dans ces conditions 

(résultats non présentés). En définitive, le traitement par  l’IL-10 ou le TGF-β ne semble pas pouvoir 

induire l’expression de GILZ dans le PN, que ce soit au niveau transcriptionnel ou traductionnel. 
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Figure 65 : Mesure par PCRq de l’expression des ARNm de gilz dans des neutrophiles traités par la Dex (10
-7

 M), l’IL-10 
(30ng/ml) ou le TGF-β (10ng/ml) chez plusieurs donneurs (A) et de la protéine GILZ par western blot (B) (western blot 
représentatif de 6 expériences). Les résultats de la figure 65A sont exprimés en moyenne ± SEM. 

Nous avons ensuite évalué si des cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-α (à la 

concentration de 30 ng/ml) ou l’IL-8 (à la concentration de 30 ng/ml), pouvaient induire GILZ ou 

potentialiser son expression  induite par les GCs. L’expression de GILZ induite par le Dex ne semblait 

pas modulée par l’IL-8 et le TNF-α (western blot, n=1). L’étude des ARNm de gilz suggérait même une 

faible induction de l’expression de GILZ lors d’un traitement associé avec le TNF-α (n=1). 

 

Ainsi, nous avons testé de nombreuses molécules connues pour induire l’expression de GILZ, 

mais aussi pour activer le neutrophile, induire son apoptose, moduler des voies de signalisation, ainsi 

que des médiateurs inflammatoires et anti-inflammatoires (tableau XVII). Nous avons 

systématiquement évalué l’expression de GILZ par PCRq et Western Blot. Les expériences ont été 

réalisées en modulant le pourcentage de sérum dans le milieu de culture et la densité cellulaire. 

Malheureusement, il n’a pas été possible d’induire nettement et de manière reproductible GILZ dans 

les PN, indépendamment des GCs.  

Ct        Dex Il-10   TGF-β
GILZ

p38totale
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Tableau XVII : Liste des molécules utilisées pour induire l’expression de GILZ. TSA=trichostatine A, PDE4= 
phosphodiesterase type 4 ; MDP= muramyl dipeptide ; DNCB= 2,4-dinitrochlorobenzène ; PAMP = Pathogen-associated 
molecular pattern. 

FAMILLE DE MOLECULES  

Cytokines/Chimiokines IL-10, IL-4, IL-2, IL-8, IL-1β , TGF- , TNF-α, CXCL-12, 
GM-CSF  

Médiateurs solubles Histamine, Fas-L, lipoxine A4, prostaglandine E2, 
élastase 

Dérivés bactériens LPS, fMLP 

PAMP  R848 (Resiquimol), MDP (NOD agoniste) 

Particules dérivées du PN NETs, ectosomes 

Inducteurs de GILZ décrits dans la littérature Hypoxie, éthanol, aspergillus orizae, toxine B 

Modulateur des voies de signalisation SB203580 (inhibiteur p38 MAPK), PD98059 
(inhibiteur ERK), BAY117088 (inhibiteur de NF-кB), 
SP600125 (inhibiteur de JNK), LY254002 (inhibiteur 
PI3K/Akt), inhibiteur AKT VIII, acide okadaïque, MG-
262, TSA, nicotinamide, rapamycine, AICAR, PMA, 
A23187 (ionophore de calcium), rolipram (inhibiteur 
de PDE4), forskoline (activateur de l’adénylate 
cyclase) 

Modulateurs du stress oxydant Garcinol, tBHP, curcumin, resveratrol 

Inducteur de l’apoptose du PN Trioxyde d’arsenic 

 

Conclusions 

Parmi les inducteurs potentiels de GILZ testés, seul les glucocorticoïdes permettent 

l’induction de l’expression de GILZ au niveau transcriptionnel et traductionnel.  

Nous avons montré qu’un contexte inflammatoire (mimé par le fMLP ou du tBHP) favorise 

l’expression de GILZ par les GCs. Ces deux co-traitements permettent une induction de l’expression 

de GILZ en présence de doses sub-optimales de Dex. Une coopération entre la signalisation du GR et 

celle associée au tBHP ou fMLP pourrait être envisagée. Un tel mécanisme apparait cohérent avec les 

résultats de Beaulieu et collaborateurs, qui ont présenté GILZ comme un anti-inflammatoire 

endogène (Beaulieu et al., 2010), ainsi que les résultats que nous avons obtenus dans les 

neutrophiles circulants de patients souffrant de SDRA.  

Nous avons également montré que l’inhibition de la voie PI3K/Akt améliorait l’induction de 

GILZ dans des PN traités par la Dex et à nouveau particulièrement pour des doses suboptimales de 

Dex. L’activation de la voie PI3K/Akt contrôle la survie du PN notamment en participant à l’induction 

et la stabilisation de Mcl-1 (Yang et al., 2003). Sur le site inflammatoire, le PN est en contact avec de 

nombreux signaux de survie (GM-CSF, IL-8, LTB4, IGF-1) qui activent la voie PI3K/Akt. Des situations 

physiopathologiques où la voie PI3K/Akt serait inhibée ce qui permettrait une induction de 

l’expression de GILZ en présence de doses plus faibles de GCs semblent rares. Des périodes 

prolongées d’hypoxie semblent entraîner l’inhibition de la voie PI3K/AKT. Cela a été montré sur des 

cellules de carcinome humain du colon (Schnitzer et al., 2005) et sur la lignée cellulaire humaine 

HepG2, issue d'un hépatocarcinome (Mottet et al., 2003). L’annexine A1, une protéine induite par les 

GCs, favorise l’induction de GILZ dans les fibroblastes, notamment en modulant la voie PI3K/Akt. Ces 

résultats suggèrent que l’annexine A1 par un mécanisme encore inconnu pourrait inhiber 

physiologiquement cette voie (Jia et al., 2013). Etant donné que l’annexine A1 induit également 

http://en.wikipedia.org/wiki/Pathogen-associated_molecular_pattern
http://en.wikipedia.org/wiki/Pathogen-associated_molecular_pattern
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l’apoptose du PN, cela place cette protéine au centre de la résolution de l’inflammation (Vago et al., 

2012). L’inhibition de la voie PI3k/Akt induite par l’annexine A1, favorisant ainsi l’expression de GILZ 

par les GCs, suggère que GILZ pourrait jouer un rôle dans les mécanismes de la résolution. 

 

2.3.2 Une discordance entre l’expression des ARNm et de la protéine GILZ 

Détection d’ARNm de gilz à l’état basal. 

L’ARNm de gilz  a été détecté dans les PN de donneurs sains (figure 66A.). Son expression 

peut être augmentée par la Dex (figure 66A). Cependant, la protéine GILZ n’est pas détectée par 

Western Blot dans des PN de donneurs sains, alors que l’induction de l’expression de GILZ par la Dex 

après 6h de traitement est mise en évidence dans ces mêmes cellules (figure 54B). 

 
Figure 66 : Expression basale de GILZ dans des PN humains traités par la Dex à la concentration de 10

-7
 M mesurée par 

PCR semi-quantitative (t0 puis 4h de traitement) (A) ou par Western Blot (après 6h de traitement) (B). La β-actine sert de 
gène de ménage. PCR et western blot représentatifs de plus de trois expériences. 

Vérification de la qualité des lysats protéiques : utilisation du DFP. 

Nous nous sommes demandé si l’absence d’expression basale de la protéine GILZ (alors que 

les ARNm de gilz sont exprimés) pouvait s’expliquer par une dégradation de la protéine dans le lysat, 

du fait de la richesse des PN en protéases. Nous avons utilisé le DFP, puissant inhibiteur de protéases, 

permettant d’obtenir des lysats protéiques de PN de très bonne qualité. Les PN ont été traités avec 

du DFP pendant 20 minutes, soit avant la stimulation par la Dex, soit après la stimulation par la Dex 

(figure 67). 

 
Figure 67 : Effet du DFP sur la qualité des lysats protéiques de deux donneurs sains différents. Les PN ont été traités avec 
du DFP pendant 20 minutes avant ou après une stimulation de 12 heures par de la Dex à 10

-7
 M. la p38 MAPK sert de 

contrôle de charge. DFP = Diisopropyl fluorophosphate. 

Il est intéressant d’observer que pour les 2 donneurs, le traitement par le DFP ne permet pas 

de détecter GILZ par western blot dans des PN non stimulés. Le DFP ne modifie pas le profil  

d’expression basal de GILZ dans des PN de donneurs sains. On peut donc conclure qu’à l’état basal les 

PN n’expriment pas GILZ au niveau protéique, même si les ARNm sont exprimés. Par ailleurs, le 
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traitement par le DFP, avant ou après l’induction de GILZ par la Dex à 10-7 M, ne permet pas une 

meilleure détection de GILZ. Cependant au regard de la quantité de la p38 MAPK totale, on observe 

une légère dégradation de cette protéine sans traitement DFP. La qualité des lysats protéiques est 

ainsi meilleure dans les points traités par le DFP, mais le profil d’expression de GILZ n’est pas modifié. 

Nous avons donc poursuivi nos études en réalisant des westerns blot dans des conditions classiques 

(avec les inhibiteurs de protéases suivants : pepstatine, leupeptine et aprotinine).  

Dégradation de GILZ par le protéasome. 

Comme nous l’avons vu précédemment, 
les neutrophiles isolés du sang de volontaire sain 
expriment très faiblement GILZ (à la limite de 
détection du western blot), mais les ARNm sont 
présents dans des quantités mesurables par 
PCRq. Nous nous sommes donc demandé si la 
protéine GILZ était dégradée dans les PN par le 
protéasome. Une inhibition du protéasome par 
du MG-262 à la concentration de 1µM entraîne 
une accumulation rapide et importante de GILZ, 
ce qui laisse penser que la protéine est dégradée 
dans les neutrophiles non activés (« resting ») 
(figure 68). Un traitement alliant l’inhibition du 
protéasome à la Dex est associé à la détection 
d’une quantité plus importante de GILZ que pour 
chaque traitement seul (Dex ou MG-262). Cela 
suggère que suite à l’induction de l’expression de 
GILZ par la Dex, une partie de la protéine GILZ 
synthétisée est dégradée par le protéasome. La 
figure 69 schématise cette hypothèse. Cette 
observation suggère que l’induction de GILZ au 
sein des PN peut être très rapide, les ARNm étant 
présents de manière constitutive.   

 
Figure 68 : Inhibition du protéasome et expression de 
GILZ dans les neutrophiles. Western blot représentatif de 
l’effet du traitement des PN par 1µM de MG-262 associé 
ou non à un traitement par la Dex à la concentration de 10

-

7
 M. 

 
Figure 69 : Modèle proposé. GILZ est constamment 
orienté vers le protéasome et dégradé dans les PN. 
L’utilisation d’un inhibiteur du protéasome (MG-262) 
permet de mettre en évidence la dégradation de GILZ.  

On ne peut pas exclure que l’augmentation de GILZ dans les points traités par le MG-262 et la 

Dex reflète, au moins en partie, une augmentation de la signalisation induite par le GR. En effet, il a 

été décrit qu’une inhibition du protéasome dans les PN en présence d’un traitement par la Dex 

entraînait une augmentation de la quantité de GR disponible au niveau cytoplasmique (Deroo et al., 

2002) 

Implication de l’acétylation et de la phosphorylation dans la stabilité de GILZ. 

Nous avons formulé l’hypothèse que des modifications post-traductionnelles telles que la  

phosphorylation, l’acétylation ou l’ubiquitinylation pourraient influencer la stabilité de la protéine 

GILZ dans un PN, et orienter sa dégradation par le protéasome (figure 70). 
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Figure 70 : Ubiquitination (UB), phosphorylation (P), sumoylation (SUMO) et acétylation (Acétyl) possibles déterminant la 
stabilité de la protéine GILZ dans les PN. L’ubiquination, l’acétylation et la sumoylation concerne majoritairement des 
lysines (Delfino et al., 2011; Wilkinson and Henley, 2010). 

Des analyses bioinformatiques, que nous avons conduites avec le logiciel KAT-specific 

Acetylation Database and Predictor, décrivent la lysine 37 comme potentiellement acétylable et 

ubiquitinylable (figure 71). Elle a d’ailleurs été décrite comme étant sumoylée. Cette sumolylation 

protège GILZ de la dégradation par le protéasome dans des thymocytes (Delfino et al., 2011). On 

pourrait envisager une compétition de ces phénomènes sur la lysine 37, ou l’implication de plusieurs 

lysines dans ces modifications post-traductionnelles. 

 

 
Figure 71 : Prédiction des sites de phosphorylation, acétylation et ubiquitylination (source : KAT-specific Acetylation 
Database and Predictor). Les séquences d’acides aminés de la protéine GILZ humaine (h-GILZ) et murine (m-GILZ) sont 
alignées. La lysine 37 présente un bon score d’acétylation et d’ubiquitylation. 

Nous nous sommes donc demandé si GILZ pouvait subir des modifications post-

traductionnelles, et particulièrement dans un premier temps si GILZ pouvait être acétylé. 

Nous avons traité des PN primaires avec des inhibiteurs d’HDAC, la trichostatine A (TSA) ou le 

sulforaphane (Slf) (antioxydant connu également pour inhiber les HDAC) (Myzak et al., 2006). Ces 

inhibiteurs renforcent l’acétylation des protéines. Les résultats montrent qu’ils s’opposent à 
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l’induction de GILZ par la Dex (figure 72A et B). L’inhibition des HDAC favorise l’acétylation des 

histones et limite ainsi la transcription induite par la Dex. Cependant, l’inhibition du protéasome 

permettait de détecter GILZ en protéine (résultats non montrés). L’acétylation de GILZ induirait donc 

sa dégradation par le protéasome. Ces inhibiteurs diminuent également l’induction des ARNm de 

GILZ par la DEX (résultats non montrés). L’inhibition des HDAC est connue pour limiter le 

recrutement nucléaire du GR (Barnes et al., 2004; Ito et al., 2008). L’inhibition des HDAC serait donc à 

l’origine de la diminution de l’expression de GILZ par des mécanismes transcriptionnels et post-

traductionnels (directs ou indirects). Ces résultats ont été confirmés dans la lignée PLB-985 

différenciée en neutrophile (résultats non montrés). Nous avons cherché à évaluer l’acétylation de 

GILZ par western blot. Des résultats préliminaires indiquent que GILZ pourrait être acétylé (figure 73). 

En effet, un anticorps détectant les lysines acétylées, reconnait une protéine de 17kDa induite par le 

Dex et le MG-262.  Une révélation par le bleu de Coomassie d’un gel où ont été migrés des lysats 

protéiques de PN traités par la Dex ou le MG-262, montre que de nombreuses protéines de 17kDa 

sont présentes (résultats non montrés, n=1). Nous ne pouvons pas conclure sur la nature de la 

protéine possédant des lysines acétylées d’un poids moléculaire proche de 17kDa. 

Nous avons évalué le rôle de la phosphorylation sur la stabilité de GILZ. Pour cela, nous avons 

utilisé un inhibiteur de phosphatases, l’acide okadaïque. La phosphorylation des protéines est ainsi 

favorisée. Nous avons observé qu’un traitement par l’acide okadaïque s’opposait également à 

l’induction de GILZ par la DEX (figure 72A). Ces résultats ont été confirmés dans la lignée PLB-985 

différenciée en neutrophile (résultats non montrés). 

 

 
Figure 72 : Implication des phosphorylations/acétylations dans l’induction de l’expression de GILZ par la DEX. Expression 
de GILZ dans des neutrophiles traités pendant 12h par la Dex à 10

-7
 M, la trichostatine A (TSA) à 3µM et l’acide okadaïque à 

150 µM (A) ou le sulforafane (Slf) à 50 µM. Western blot représentatif de 2 expériences.  
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Figure 73 : Evaluation de l’acétylation de GILZ par western blot. A. Des neutrophiles ont été traités par la Dex à la 
concentration de 10

-7 
M en présence ou en absence de MG-262 (MG) à 1µM. Tout d’abord une révélation anti-lysine 

acétylée a été menée (1), puis anti-GILZ (2) et enfin anti-P38 (3). On observe des protéines présentant des lysines 
acétylées à environ 17kDa (flèche bleue).  

Discussion / conclusions 

Nous avons montré que la protéine GILZ pouvait subir des modifications post-

traductionnelles modulant sa stabilité dans le PN, et conditionnant donc son expression. Directement 

ou indirectement, l’expression de GILZ serait sans doute conditionnée par une stabilisation de la 

protéine, qu’il est important de mieux évaluer. Nos résultats indiquent que l’acétylation et la 

phosphorylation de GILZ pourraient participer à son orientation vers le protéasome. Nous ne 

pouvons pas exclure des modulations transcriptionnelles, notamment des modifications de la 

stabilité de l’ARNm de GILZ. Des immuno-précipitations nous permettront de déterminer les 

modifications post-traductionnelles impliquées dans la régulation de la stabilité de GILZ. Par ailleurs 

nous pourrions évaluer une interaction physique possible entre GILZ et les HDAC, comme cela a déjà 

été montré pour GILZ et HDAC1 dans des myoblastes primaires humains (Bruscoli et al., 2010).  

Récemment, dans une lignée de cellules myéloïdes surexprimant BCR-ABL résistante à 

l’imatinib, soit murine (DA1-3b/M1), soit humaine (K562), l’expression de GILZ au niveau protéique 

était indétectable alors que ce n’était pas le cas des ARNm. En traitant ces lignées avec deux 

inhibiteurs du protéasome, l’époxomicine ou le MG-132, la présence d’une dégradation continuelle 

de GILZ dans ces cellules tumorales a été révélée. Cette étude associée à nos résultats illustre que la 

régulation de l’expression de GILZ est bien plus complexe que la simple induction de la transcription 

du gène. Elle implique également des mécanismes post-traductionnels qui restent encore 

aujourd’hui très peu compris et qui semblent prédominant dans le PN. 
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Des modifications post-traductionnelles de GILZ ont déjà été décrites. Dans des thymocytes 

murins, la protéine GILZ peut être sumoylée sur la lysine 37 suite à l’activation de la caspase-8. Cette 

sumoylation protège GILZ de la dégradation par le protéasome (Delfino et al., 2011). Les mécanismes 

reliant l’activation de la caspase-8 à la sumoylation n’ont cependant pas été décrits. Nous n’avons 

pas observé de forme sumoylée de GILZ suite au traitement par la Dex. En effet, la forme sumoylée 

aurait un poids moléculaire de l’ordre de 30 kDa (17kDa pour GILZ et 12kDa pour la protéine SUMO, 

Small Ubiquitin-like MOdifier) (Delfino et al., 2011) et nous n’observons pas de protéines à ce poids 

moléculaire par western blot (figure 61). 

Cette même étude a décrit une forme polyubiquitinée de GILZ (Delfino et al., 2011). Une 

compétition sur la lysine 37 entre ces différentes modifications post-traductionnelles pourrait être 

envisagée, orientant la stabilité de la protéine GILZ. Des phosphorylations des sérines ou thréonines 

voisines pourraient moduler l’acétylation et la sumoylation de GILZ comme cela a été décrit pour la 

protéine NEMO (NF-кB modulator) ou encore IкB (inhibitor of кB) (Wilkinson and Henley, 2010). 

Ainsi, la sumoylation de la lysine 21 d’IкB protège cette protéine de la dégradation en empêchant son 

ubiquitynilation (Wilkinson and Henley, 2010). La protéine NEMO est sumoylable sur les lysines 277 

et 309. Ces modifications induisent la relocalisation nucléaire de NEMO où la protéine est 

phosphorylée. Cette phosphorylation est un pré-requis nécessaire à l’ubiquitinylation des lysines 277 

et 309, précédemment sumoylées (Wilkinson and Henley, 2010). Une phosphorylation d’un résidu de 

la protéine GILZ pourrait ainsi moduler la sumoylation, l’acétylation ou l’ubiquitinylation de la lysine 

37.  

 Des analyses du statut de phosphorylation et d’acétylation de GILZ apparaissent ainsi 

essentielles et nous permettront sans doute de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la 

stabilité de cette protéine dans le PN, et peut-être même de trouver des voies d’induction de 

l’expression de GILZ spécifiques du PN.  

Les protéines acétylées sont généralement localisées dans le noyau, comme les facteurs de 

transcription, tel les FOXO (Daitoku et al., 2011) ou encore les histones. Or GILZ a été principalement 

décrit comme cytoplasmique (Latre de Late et al., 2010). La question se pose donc de la possibilité de 

l’acétylation de GILZ. L’acétylation se fait par des histones acétyl-transférases qui transfèrent le 

groupement acétyl de l’acétyl-coA sur la lysine d’une protéine (Sadoul et al., 2011). Certaines 

acétylases sont localisées dans le cytoplasme, ou du moins subissent des transports fréquents 

nucléo-cytoplasmiques (Sadoul et al., 2011). Par exemple, l’acétylase CBP/P300 principalement 

nucléaire, peut se localiser au niveau du cytoplasme chez la drosophile (Goodman and Smolik, 2000), 

des ovocytes de souris et au cours du développement embryonnaire murin (Kwok et al., 2006). De 

plus, l’acétylation de plusieurs protéines cytoplasmiques a été décrite, notamment des protéines du 

cytosquelette (Sadoul et al., 2011). La première protéine cytoplasmique acétylée décrite a été la 

tubuline en 1985 (L'Hernault and Rosenbaum, 1985), mais l’acétylase impliquée n’a été identifiée 

qu’en 2008, l’acétyltransférase Elp3 (Creppe et al., 2009). Les HDAC sont fréquemment localisées 

dans le cytoplasme et particulièrement les sirtuines (SIRT) (classe III des HDAC). L’acétylation de 

protéines cytoplasmiques est principalement impliquée dans le régulation du cytosquelette 

(filaments d’actine et  microtubules), le transport de vésicules et le contrôle de la traduction sous 

forme d’un contrôle de la qualité des protéines (Sadoul et al., 2011). L’acétylation des HSP (Heat-

shock protein), un type de chaperonnes, comme la HSP70, contrôle notamment leur interaction avec 



Résultats complémentaires 

225 
  

les protéines synthétisées et oriente la polyubiquitylination et la dégradation des protéines (Wang et 

al., 2007). L’acétylation de GILZ, malgré une localisation cytoplasmique, est donc envisageable au 

regard de la littérature. 
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3 Modèle murin d’inflammation pulmonaire aiguë 

3.1 Introduction 

L’étude clinique menée chez les patients atteints de SDRA a révélé que GILZ était exprimé de 

manière plus importante dans les neutrophiles de patients souffrant de SDRA que dans les 

neutrophiles de patients contrôles. De plus, l’expression de GILZ était accrue chez les patients 

atteints de SDRA sévère. Il semblerait donc que GILZ puisse être un marqueur du SDRA, sans qu’il soit 

possible pour l’instant de conclure sur le rôle de l’expression de GILZ au cours du SDRA. 

Afin d’évaluer le rôle fonctionnel de l’expression de GILZ dans les PN au cours de 

l’inflammation pulmonaire aiguë, nous mettons en place un modèle murin d’inflammation 

pulmonaire induite par instillation intra-nasale de LPS en utilisant des souris délétées pour le gène 

gilz de manière spécifique dans les PN. Il s’agit d’un modèle murin reconnu du SDRA. Les souris 

MRP8-cre et gilz-floxed, et les souris MRP8-cre/ gilz-floxed sont disponibles au laboratoire et le modèle est 

en cours de mise au point. Cette approche permettra de valoriser les résultats fondamentaux et 

cliniques obtenus, ainsi que d’avoir des éléments de réponse permettant de comprendre le rôle de 

GILZ dans les PN au cours du SDRA.  

Hypothèse   

En s’appuyant sur les résultats obtenus sur la lignée PLB-985 surexprimant GILZ (article 2), 

nous formulons l’hypothèse que l’expression de GILZ dans les PN in vivo induit l’apoptose de ces 

cellules. L’apoptose des PN étant une étape essentielle de la résolution de l’inflammation, 

l’expression de GILZ pourrait donc participer à cette résolution in vivo. Nous postulons que dans le 

cas d’une inflammation pulmonaire aiguë, le contexte inflammatoire favoriserait l’expression de GILZ 

dans les PN circulants et pulmonaires, ce qui induirait l’apoptose de ces cellules.  

Afin de répondre à cette question, nous souhaitons mettre en place un des modèles murins 

du SDRA chez des souris délétées pour GILZ de manière spécifique dans les PN, à savoir un modèle 

d’inflammation pulmonaire au LPS administré par voie intra nasale. Ce modèle est caractérisé par un 

recrutement de PN rapide au niveau alvéolaire (J1-J2), les PN n’étant plus détectables après J6. A J10, 

les populations cellulaires sont revenues en nombre et en nature à l’état initial, à savoir composées 

exclusivement de macrophages (D'Alessio et al., 2009). Il est considéré qu’à J10, l’inflammation est 

résolue. Nous souhaitons pouvoir évaluer si la présence de GILZ module la phase de résolution de 

l’inflammation, qui a lieu de manière spontanée dans ce modèle.  

Deux approches complémentaires seront menées en parallèle : la caractérisation des PN 

déficients en gilz et le développement du modèle ALI d’inflammation pulmonaire aiguë (ALI, Acute 

Lung Injury) chez les souris déficientes en gilz dans les PN et les souris contrôles.   
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3.2 Matériel et méthodes 

Présentation de l’élevage 

Nous travaillons sur des souris C57Bl/6 KO conditionnelles. Ainsi, trois élevages sont maintenus: 

les souris GILZ-Floxed, les souris MRP8-GFP-Cre et les souris MRP8-GILZKO (figure***). 

 Souris GILZ-Floxed : souris de fond C57Bl/6J dont le gène GILZ est « floxé », obtenues dans le 

cadre d’une collaboration avec le Pr. Eric Morand (Monash University, Australie). Ces souris 

sont maintenues par croisement homozygote. 

 Souris MRP8-GFP-Cre : souris de fond C57Bl/6J, exprimant la recombinase Cre sous le 

contrôle d’un promoteur MRP8, exprimé majoritairement par les neutrophiles, obtenues 

dans le cadre d’une collaboration avec Clifford Lowell (University of California, San Francisco) 

et Pierre Bruhns (Institut Pasteur). 

 Souris MRP8-GILZKO : souris obtenues par croisement de souris femelles hétérozygotes GILZ-

Floxed et de souris mâles hétérozygotes MRP8-GFP-Cre (figure 74). Dans la descendance, 25 

% des mâles seront « GILZ-Floxed MRP8-Cre » (cre+/floxed+), c’est à dire MRP8-GILZKO, 25 % 

des mâles seront « GILZ-Floxed NON MRP8-Cre » (cre-/floxed+), c’est à dire littermate 

contrôles, 25% des mâles seront MRP8-Cre NON GILZ-Floxed (cre+/floxed+) (également 

littermate contrôles) et enfin 25% des mâles seront WT(cre-/floxed-).  

 
Figure 74 : Schéma représentatif du croisement des souris MRPB-cre et GILZ-floxed permettant l’obtention des souris 
délétées pour GILZ de manière spécifique dans les PN (cre

+
/floxed

+
). 
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sang sont récupérés dans des tubes héparinés. Les analyses de NFS (numération formule sanguine) 

se font dans les 4h et les tubes sont conservés à température ambiante.  

Isolement des neutrophiles de la moelle osseuse de souris 

Après dislocation cervicale, les fémurs et tibias sont récupérés. Les os sont dégagés des 

muscles et flushés avec du PBS à température ambiante à l’aide d’une aiguille 0.75 mm de diamètre. 

Les cellules sont lavées en PBS, puis l’isolement des neutrophiles est réalisé. 

Les neutrophiles de la moelle osseuse de souris sont isolés par tri négatif avec le kit 

« Neutrophil Isolation » (Miltenyi Biotec, 130-097-658) selon les recommandations du fournisseur. 

Les neutrophiles ainsi isolés sont purs à plus de 80% selon un marquage Ly6-G. Ils sont mis en culture 

à la densité de 5 millions/ml dans du RPMI 10%. 30 et 40 millions de cellules par souris sont ainsi 

obtenues. 

Marquage membranaire 

Les marquages sont réalisés comme décrit dans l’article 2, mais avec l’anticorps anti-Ly6-G et 

l’isotype contrôle associé (BD Biosciences). 

Suivi de l’explosion oxydative par DCFH-DA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate) 

Le suivi de la production de FRO se fait comme décrit dans l’article 2. Les cellules sont 

incubées 15 minutes à 37°C en présence de 1,25 µM de DCFH-DA puis stimulées avec 10 ng/ml de 

PMA pendant 15 minutes. 

Suivi de la mort par apoptose 

Le suivi de la mort par apoptose des PN est mené par le double marquage Annexine V/7AAD 

(BD Biosciences) et le suivi de l’hypodiploïdie comme décrit dans l’article 2. 

3.3 Résultats et discussion 

Caractérisation de la numération formule sanguine (NFS) des souris KO-GILZ conditionnelles dans 

les neutrophiles 

Nous avons d’abord éavlué si l’absence d’expression de GILZ dans les neutrophiles pouvait 

moduler la quantité de neutrophiles en circulation. Nous avons donc réalisé des NFS à partir du sang 

prélevé à la joue de souris. Ces analyses ont été réalisées au laboratoire Vebiotel. Les résultats 

montrent que l’absence d’expression de GILZ dans les neutrophiles ne modifie pas la NFS sur les 

paramètres recherchés, et particulièrement ne modifie pas le nombre de neutrophiles circulants 

(figure 75). Il est intéressant de noter que les valeurs obtenues sont cohérentes avec les valeurs 

hématologiques de référence d’une souris mâle C57Bl/6 communiquées par les laboratoires Charles 

River (2). La NFS ne mesure pas le pool marginal de neutrophiles, c’est-à-dire le nombre de 

neutrophiles adhérents au niveau de l’endothélium. Pour avoir accès à cette information, il est 

possible de réaliser des NFS sur des souris ayant subi un traitement entraînant une démargination 

des PN, comme le cortisol. Néanmoins, une telle expérience serait justifiée si une différence de 

granulopoïèse était observée. 

https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CDwQFjAB&url=https%3A%2F%2Fwww.miltenyibiotec.com%2F~%2Fmedia%2FImages%2FProducts%2FImport%2F0006400%2FIM0006429.ashx&ei=HcyVUtSvCOr8ygP58IGoBw&usg=AFQjCNH4l7-E75Gz3jV-pkWmAHtLrHjN1Q&sig2=8iDyJrfgN8HhljKfdQBjIg
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Figure 75 : L’absence de GILZ dans les neutrophiles des souris (KO GILZ) ne modifie pas les données de numération 
formule sanguine (Vebiotel) (4 souris males cre

+
/floxed

+
 (KO GILZ) et 6 souris contrôles males littermate, 2 cre

-
/floxed

-
, 2 

cre
+
/floxed 

-
, 2 cre

-
/floxed

+
). A. Nombre d’hématies, plaquettes ou leucocytes par litre de sang. B. Pourcentages de 

neutrophiles, éosinophiles, basophiles, lymphocytes ou monocytes parmi les leucocytes. C. Nombres de réticulocytes par 
µl de sang. D. Hématocrite (L/L). E. Quantité d’hémoglobine (g/dl). F. Concentration en hémoglobine (g/dl). G. Volume 
globulaire (fL). H. Taux globulaire moyen en pg. 

Caractérisation des PN isolés de la moelle osseuse de souris KO-GILZ conditionnelle dans les 

neutrophiles 

Nous nous sommes posé la question si les souris KO-GILZ dans les neutrophiles exprimaient 

le même nombre de PN dans la moelle osseuse, lieu où se déroule la granulopoïèse, comparé aux 

souris contrôles littermate. Nous avons donc isolé les cellules progénitrices de la moelle osseuse, puis 

réalisé un marquage Ly6G (exprimé seulement par le PN). Nous observons que le pourcentage de 

neutrophiles de la moelle osseuse des souris, invalidées ou non, est équivalent et de l’ordre de 38% 

(figure 76A). Ces résultats confirment les observations faites sur les PN circulants et suggèrent que 

l’expression de GILZ n’est pas requise pour la différenciation des neutrophiles. 

Nous avons dans un second temps entrepris de caractériser les fonctions des neutrophiles 

KO-GILZ. Nous nous sommes d’abord intéressés à une fonction essentielle du PN, la production de 

FRO. La capacité d’explosion oxydative a été mesurée avec la sonde DCFH-DA par cytométrie en flux 

suite à un traitement de 15 minutes par le PMA à la concentration de 10 ng/ml. Les résultats 

montrent que les neutrophiles KO-GILZ ont la même capacité d’explosion oxydative que les PN 

contrôles (figure 76D). Il semble que les PN KO-GILZ ou contrôles contiennent des quantités basales 
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de FRO similaires (figure 76C). Il est intéressant de noter que ces résultats sont cohérents avec les 

observations réalisées sur les clones PLB-GILZ (article 2). 

Puis nous avons évalué si l’absence d’expression de GILZ dans les neutrophiles modulait le 

pourcentage de cellules en apoptose spontanée. Les pourcentages de cellules viables, c’est-à dire 

doubles négativse après un marquage Annexine V/7AAD, sont similaires pour les neutrophiles KO-

GILZ ou contrôles (figure 76B). De nombreux PN sont marqués par l’annexine V sans être 7AAD 

positifs et ce pourcentage ne change pas au cours des 24 premières heures de culture des PN dans 

du milieu RPMI enrichi avec 10% de sérum. Les mêmes résultats ont été obtenus que les neutrophiles 

soient isolés par un tri négatif ou par un tri positif. Le faible pourcentage de cellules double positives 

au bout de 24h, c’est-à-dire en apoptose dite secondaire, laisse penser que l’externalisation des PS 

observée sur les PN isolés n’est pas directement associée à une entrée en apoptose des cellules. Il est 

important de souligner qu’une fois encore nous n’observons pas de différence entre les PN 

exprimant ou non GILZ.  

La cinétique de mort des neutrophiles isolés est en cours de réalisation. Les résultats 

préliminaires suggèrent que la cinétique d’entrée en apoptose des neutrophiles n’est pas affectée 

par l’absence de GILZ (résultats non montrés). De plus, nous avons constaté que les neutrophiles 

humains n’exprimaient pas la protéine GILZ au cours de l’apoptose spontanée induite par la mise en 

culture. Il est important de prendre en compte que GILZ n’est sans doute pas exprimé par les 

neutrophiles des souris contrôles, ce qui concorde avec les cinétiques comparables observées entre 

les deux types de souris.  

 
Figure 76 : Caractérisation des neutrophiles de la moelle de souris KO-GILZ (KO) (souris mâles cre

+
/floxed

+
) et des souris 

contrôles (Ct) littermate (souris males cre
-
/floxed

-
, cre

+
/floxed

-
 et cre

-
/floxed

+
). A. Pourcentage de neutrophiles de la 

moelle osseuse (marquage Ly6-G). B. Quantité de FRO dans les PN de souris KO-GILZ ou contrôles (moyenne géométrique 
(Geomean) de fluorescence de cellules traitées par la sonde DCF). C. Capacité d’explosion oxydative mesurée par l’index 
de stimulation (fold induction) défini par la ratio de la moyenne géométrique de fluorescence après stimulation par 10 
ng/ml de PMA et de la moyenne géométrique de fluorescence sans traitement). D. Pourcentage de cellules viables 
(AnnexineV

-
/7AAD

-
) suite à une sélection négative des PN (kit BD) par un marquage AnnexineV/7AAD (Av/7AAD).  

Mise au point de l’administration d’une forte dose de LPS 

Les modèles d’inflammation aiguë induite par le LPS diffèrent selon le mode d’administration 

du LPS. Nous avons comparé trois modes d’administration : voie intra-nasale, voie intra-trachéale à 

l’aide d’une pipette et voie intra-trachéale à l’aide d’un nébuliseur liquide de chez Penncentury. Pour 

ce faire, nous avons administré à des souris endormies par un mélange de Kétamine/Xylasine 50µl de 

bleu trypan par chaque voie. Les souris anesthésiées ont été sacrifiées après 5 minutes par 

dislocation cervicale. 

Nous obtenons une meilleure répartition du bleu trypan dans les poumons droit et gauche 

avec l’administration intra-nasale. Cette technique présente également l’avantage d’être moins 
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invasive pour la souris et moins stressante. Nous avons donc décidé d’utiliser pour notre modèle 

d’inflammation aiguë l’administration intra-nasale de LPS. La dose de LPS utilisée a été décrite par 

D’Alessio et al. (D'Alessio et al., 2009). En effet, leur étude a été réalisée sur un fond C57Bl/6 et se 

caractérisait par une forte inflammation neutrophilique, suivie d’une résolution spontanée.  

Résultats préliminaires : GILZ est exprimé dans les neutrophiles au cours du modèle ALI 

Nous avons pu au cours d’une expérience préliminaire confirmer les évolutions de la 

composition cellulaire des LBA décrites dans la littérature avec l’administration intra-nasale (résultats 

non montrés). Nous avons mené une première expérience sur les souris délétées pour GILZ dans les 

neutrophiles et les souris contrôles. Les souris ont reçu 75µg de LPS par voie intra-nasale. Des LBA 

ont été réalisés à J3 et J5. Nous avons pu réaliser des western blots à partir des cellules des LBA. Pour 

les deux types de souris à J3 et J5, les LBA étaient composés en majorité de neutrophiles. De manière 

intéressante, les cellules du LBA des souris contrôles exprimaient GILZ à J3 et à J5 alors que ce n’était 

pas le cas des souris délétées pour GILZ dans le neutrophile (figure 77). Ces résultats suggèrent que 

GILZ est induit dans les neutrophiles au cours de l’inflammation pulmonaire aigüe et valident donc le 

modèle de souris KO. Il s’agit de résultats préliminaires qui méritent d’être confirmés, mais ils sont 

cohérents avec l’observation clinique au cours du SDRA. GILZ semble pouvoir être exprimé dans les 

neutrophiles pulmonaires (modèle murin) et circulants (étude clinique) au cours de l’inflammation 

pulmonaire aigüe. Pour le moment, nous n’avons pas assez d’observations pour pouvoir comparer 

l’afflux de neutrophiles et de monocytes/macrophages au niveau pulmonaire. 

 
Figure 77 : Expression de GILZ dans les cellules du LBA de souris contrôles (Ct) ou délétées pour GILZ dans le neutrophile 
(KO) à J3 ou J5 du modèle d’inflammation pulmonaire aigüe par western blot. La β-actine est la protéine de charge. 
(résultats préliminaires). 

 

Perspectives 

Dans un premier temps, nous suivrons au cours du temps chez ces souris l’inflammation 

pulmonaire par des critères morphologiques (perte de poids, modulation du comportement) et de 

survie. Pour caractériser l’infiltrat inflammatoire, nous réaliserons des coupes histologiques de 

poumon afin de déterminer les scores d’atteinte pulmonaire. Ce travail sera réalisé en collaboration 

avec la plateforme histopathologie de l’IFR IPSIT (PHIC). Nous réaliserons enfin des lavages broncho-

alvéolaires. Le cas échéant nous pourrons trier les neutrophiles au moyen d’un FACSaria afin de 

pouvoir suivre l’expression de GILZ dans les neutrophiles issus de souris contrôles. Dans un deuxième 

temps, nous utiliserons le RU-486 (50g/g souris) administré par voie intra-péritonéale en même 

temps que l’instillation de LPS (puis toutes les 12 heures, la demi-vie du RU-486 étant de 18h), afin 

de déterminer si l’expression de GILZ est dépendante des corticoïdes endogènes dans les PN.  
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Discussion et perspectives  

L’objectif général de ce travail a été dans un premier temps de documenter le rôle de GILZ dans 

les polynucléaires neutrophiles et dans un second temps de comprendre les mécanismes régulant 

son expression. 

1. GILZ est exprimé dans les polynucléaires neutrophiles (primaires 

ou de patients atteints de SDRA) 

Observations dans les neutrophiles de patients SDRA : expression de GILZ dans un environnement 

inflammatoire et hypoxique 

GILZ est une protéine exerçant d’importants effets anti-inflammatoires, mais également 

connu pour moduler la survie des cellules hématopoïétiques, favorisant l’apoptose des thymocytes 

(Delfino et al., 2004) ou à l’inverse prévenant l’apoptose des lymphocytes T (Asselin-Labat et al., 

2004). L’apoptose du neutrophile étant un élément décisif dans les mécanismes de résolution de 

l’inflammation (Witko-Sarsat, 2010), nous nous sommes posé la question si un mécanisme anti-

inflammatoire encore inexploré de GILZ pourrait moduler l’apoptose du PN et donc d’influer sur la 

résolution de l’inflammation. Pour adresser cette question nous avons recherché une situation 

physiopathologique impliquant l’apoptose du PN. Le SDRA est un syndrome inflammatoire 

systémique caractérisé par un retard d’apoptose des neutrophiles sanguins et pulmonaires (Chopra 

et al., 2009). Par sa composante inflammatoire neutrophilique, ce syndrome nous est donc apparu 

adéquat pour évaluer l’expression de GILZ dans les neutrophiles au cours des mécanismes 

inflammatoires. 

 L’étude clinique prospective menée à l’hôpital Bichat nous a permis de suivre l’expression de 

GILZ chez des patients souffrant de SDRA et des patients contrôles intubés et ventilés. Nous avons 

observé une expression plus importante de GILZ dans les PN de patients souffrant de SDRA, la 

différence étant montrée statistiquement significative avec un modèle linéaire à effet mixte en 

comparant l’expression de GILZ dans les PN des patients souffrant d’un SDRA sévère et dans les PN 

de patients contrôles. L’expression de GILZ semble donc associée à la sévérité du syndrome. Cela est 

illustré par la forte tendance à une corrélation entre l’expression de GILZ dans les PN sanguins et le 

ratio de PaO2/FiO2, traduisant l’hypoxémie sanguine. L’expression de GILZ dans les PN circulants a été 

observée dans le cadre de l’administration de GCs exogènes, mais également indépendamment pour 

des niveaux d’induction similaires. Ces résultats illustrent que GILZ peut être exprimé dans des 

conditions physiopathologiques dans les PN et laissent entrevoir que cette expression peut avoir lieu 

dans un environnement inflammatoire et hypoxique.  

Observation dans des neutrophiles murins : GILZ est exprimé au cours de l’inflammation 

pulmonaire aiguë. 

Afin de mieux comprendre les mécanismes contrôlant l’expression de GILZ au cours du SDRA, 

nous développons un des modèles murins de ce syndrome: le modèle d’inflammation pulmonaire 

aiguë induite par du LPS. De manière extrêmement intéressante, les résultats préliminaires obtenus 

dans ce modèle murin illustrent que GILZ est bien détecté notamment au cours du pic de 
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l’inflammation pulmonaire (J3). En effet les cellules des LBA de souris souffrant d’une inflammation 

pulmonaire aiguë induite par le LPS (le LBA étant composé à plus de 50% par des neutrophiles) 

expriment nettement GILZ, détecté par western blot, alors que les cellules des LBA des souris 

délétées pour GILZ de manière spécifique dans les PN n’expriment pas GILZ, la composition cellulaire 

des LBA étant équivalente. Il est donc possible de déduire que les neutrophiles pulmonaires des 

souris WT expriment GILZ au cours de l’inflammation, comme nous l’avons observé dans les PN de 

patients atteints de SDRA.  

Mécanismes pouvant contrôler l’expression de GILZ dans le neutrophile 

Nous pensons que l’expression de GILZ dans les neutrophiles peut être contrôlée par quatre 

signaux : les GCs, le contexte inflammatoire, l’hypoxie et des modifications post-traductionnelles. 

 Rôle des GCs endogènes dans l’expression de GILZ dans les PN de patients atteints de 

SDRA 

D’après nos travaux in vitro sur l’induction de l’expression de GILZ dans des neutrophiles 

primaires, les GCs sont les seuls inducteurs potentiels testés ayant permis l’induction de l’expression 

de la protéine GILZ dans les PN. En effet, GILZ est induit par la dexaméthasone de manière 

dépendante de la dose. L’IL-10, inducteur de l’expression de GILZ dans les macrophages (Berrebi et 

al., 2003), les cellules dendritiques (Cohen et al., 2006) et les mastocytes (Godot et al., 2006), ou le 

TGF-β, inducteur de GILZ dans les cellules dendritiques (Cohen et al., 2006), ne modifient pas 

l’expression de GILZ dans le PN. Ainsi, il est possible que les GCs soient impliqués dans l’expression de 

GILZ observées dans les PN de patients atteints de SDRA. 

Il serait intéressant de suivre les variations du cortisol plasmatique des patients. La 

production du cortisol plasmatique par les glandes surrénales suit un rythme circadien. Elle fait suite 

à des stimuli tels que l’hypoglycémie, ce qui explique la production maximum en fin de nuit,  période 

de jeûne la plus longue. Le cortisol produit favorise dans cette période la synthèse du glucose à partir 

des acides aminés (gluconéogénèse). Les patients de réanimation, et particulièrement les patients en 

choc septique, souffrent fréquemment d’une défaillance des glandes surrénales, pouvant entraîner 

des décharges de cortisol ou une absence de production.  Pour palier à cela des traitements de 

substitution, basés sur l’administration d’hémisuccinate d’hydrocortisone, sont parfois mis en place 

(Dellinger et al., 2013).  

Le modèle in vivo d’inflammation pulmonaire aiguë nous permettra de poser la question des 

inducteurs de GILZ et particulièrement d’évaluer l’implication des GCs endogènes. En effet, 

l’utilisation du RU-486, un antagoniste du GR, permettra de prévenir la signalisation induite par les 

GCs endogènes et d’évaluer si GILZ est induit au cours de l’inflammation pulmonaire aiguë de 

manière dépendante ou indépendante des GCs.  

 GCs et contexte inflammatoire 

GILZ est une protéine induite principalement au contact de molécules telles que les GCs, l’IL-

10 ou encore le TGF-β (Beaulieu and Morand, 2011). Récemment, Beaulieu et al. ont décrit la 

présence de GILZ dans des synoviocytes de patients souffrant de polyarthrite rhumatoïde (Beaulieu 

et al., 2010), illustrant que GILZ pourrait également être induit par un environnement inflammatoire. 

Les résultats de l’étude clinique sur l’expression de GILZ dans les neutrophiles circulants de patients 

souffrant de SDRA suggèrent également que l’environnement inflammatoire participerait à 
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l’induction de l’expression de GILZ. Nous avons donc évalué l’effet de dérivés bactériens (le fMLP) et 

du stress oxydant (mimé par le tBHP) sur l’expression de GILZ. Ces molécules seules augmentent 

faiblement l’expression de GILZ. Cependant, associées à des faibles concentrations de 

dexaméthasone, elles potentialisent l’expression de GILZ. D’autres cytokines pro-inflammatoires, 

comme le TFN-α ou encore l’IL-8, n’ont pas le même effet.  

Ces résultats soulèvent la question du rôle des GCs endogènes dans l’induction de 

l’expression de GILZ dans les neutrophiles de patients atteints de SDRA. 

 Rôle de l’hypoxie et de l’inhibition de la voie PI3K/Akt dans l’expression de GILZ dans 

des neutrophiles. 

Nous avons montré qu’il existait une corrélation entre l’expression de gilz dans les 

neutrophiles de patients atteints de SDRA et l’hypoxémie au regard du ratio de PaO2/FiO2 (article 1). 

Nous proposons donc que  l’hypoxémie soit impliquée dans l’expression de gilz observée dans ces 

neutrophiles. L’expression de gilz a précédemment été décrite comme induite dans des conditions 

hypoxiques dans des macrophages murins (Wang et al., 2012b) et des cellules épithéliales humaines 

(A549) (Lim et al., 2013). Ces observations sont donc en accord avec nos observations cliniques. Mais 

une question demeure : comment l’hypoxie peut-elle moduler l’expression de GILZ ? Nous proposons 

trois hypothèses : la majoration de la signalisation des GCs lié à une augmentation des ARNm du GR 

dans des conditions hypoxiques (Leonard et al., 2005), l’implication de la protéine annexine-A1 

induite par l’hypoxie et impliquée dans l’expression de GILZ (Hu et al., 2012; Yang et al., 2009) et 

l’inhibition de la voie PI3k/Akt par l’hypoxie prolongée (Mottet et al., 2003; Schnitzer et al., 2005). 

Nous avons pu évaluer l’implication de la voie PI3K/Akt dans des neutrophiles primaires in 

vitro. L’inhibition de cette voie, au moyen du LY 294002, augmente la quantité d’ARNm de gilz dans 

les PN, et potentialise l’induction de GILZ par des faibles doses de dexaméthasone. Précédemment, il 

a été décrit que l’inhibition de la voie PI3K/AKT favorise l’expression de GILZ dans de nombreux types 

cellulaires (Grugan et al., 2008; Jia et al., 2013), même si les mécanismes impliqués ne sont pas 

encore élucidés. Ces observations sont très intéressantes car elles rejoignent les observations de 

notre étude clinique prospective.  En effet l’hypoxémie prolongée, caractéristique des patients 

atteints de SDRA, pourrait participer à l’expression de GILZ. Au regard de nos résultats in vitro, nous 

pouvons envisager que l’hypoxémie, en inhibant la voie PI3K/Akt, rendrait les neutrophiles circulants 

des patients SDRA sensibles aux GCs endogènes.  

A ce jour, les mécanismes inducteurs de l’expression de GILZ sont très variés et bien souvent 

dépendants du type cellulaire. Le contrôle de l’expression de GILZ semble spécifique dans le 

neutrophile, mais repose au moins sur deux mécanismes : la réponse aux GCs et l’implication de la 

voie PI3K/AKT. Nos études in vitro ont mis en lumière une dernière particularité : la protéine GILZ est 

dégradée par le protéasome dans un PN « resting ». 

Modifications post-traductionnelles de GILZ dans le neutrophile 

Pour comprendre les mécanismes contrôlant l’expression de GILZ dans les PN, nous avons 

cherché à induire cette protéine in vitro dans des PN primaires humains. Nous avons montré une 

discordance entre l’expression des ARNm de gilz et de la protéine dans des neutrophiles primaires 

humains. En effet, les ARNm de gilz sont exprimés dans un PN « resting », sans que la protéine ne 
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soit détectée par western blot, alors que des neutrophiles traités par un inhibiteur du protéasome, le 

MG-262, expriment la protéine GILZ. Récemment, des lignées tumorales de cellules myéloïdes 

humaines et murines n’exprimant pas la protéine GILZ ont été décrites, alors que les ARNm de gilz 

étaient détectés (Joha et al., 2012). Dans ces cellules, GILZ était en permanence dégradé par le 

protéasome (Joha et al., 2012). Nous avons montré qu’un mécanisme similaire existait dans des 

neutrophiles primaires. 

Pour qu’une protéine soit dégradée par la protéasome, elle doit être orientée vers ce dernier 

par des modifications post-traductionnelles (Jariel-Encontre et al., 2008; Wilkinson and Henley, 

2010). Nous avons conduit des analyses bioinformatiques qui ont montré que GILZ pouvait être 

phosphorylé, acétylé ou ubiquitinilé sur différents résidus (source : KAT-specific Acetylation Sites 

Database and Predictor). Dans la littérature, la polyubiquitination et la sumoylation de GILZ (sur la 

lysine 37) ont été décrites dans les thymocytes murins, la sumoylation protégeant GILZ de sa 

polyubiquitination et de la dégradation par le protéasome (Delfino et al., 2011). Nous avons montré 

au laboratoire que GILZ sur-exprimé dans la lignée humaine promyélocytaire HL-60 pouvait être 

phosphorylé par la kinase ERK grâce à un test kinase in vitro (résultats non montrés). Ce résultat 

illustre que la phosphorylation de GILZ est possible. A ce jour, l’acétylation de GILZ n’a jamais été 

décrite. Néanmoins, les expériences conduites avec des inhibiteurs de kinases, de phosphatases, et 

d’HDAC, soulignent que de telles modifications pourraient avoir lieu. 

Le neutrophile est une cellule en différenciation terminale qui contient moins d’ARNm que 

les autres cellules hématopoïétiques comme les monocytes ou les macrophages (Cassatella et al., 

1990). Le PN a d’ailleurs été considéré durant de nombreuses années comme inactif sur le plan 

transcriptionnel. Cette idée a été contredite au cours des dix dernières années et il est désormais 

reconnu que le PN est capable d’enclencher un programme transcriptionnel en réponse à un signal 

extracellulaire (Amulic et al., 2012; Mocsai, 2013). Cependant, il est étonnant qu’une cellule 

contenant peu d’ARNm, exprime les ARNm d’une protéine perpétuellement dégradée, comme nous 

l’avons décrit pour GILZ.  

Nos résultats suggèrent la protéine GILZ pourrait être exprimée rapidement dans un 

neutrophile. En effet, suite à un signal stabilisant la protéine, c’est-à-dire modulant les modifications 

post-traductionnelles affectant GILZ, comme la phosphorylation ou l’acétylation, la protéine GILZ 

pourrait ainsi être exprimée rapidement par un neutrophile et y jouer un rôle. En effet, nous avons 

montré qu’un inhibiteur des HDAC, la TSA, et un inhibiteur des phosphatases, l’acide okadaïque, 

empêchaient l’induction de GILZ par la Dex dans des neutrophiles. De tels mécanismes ont été 

décrits pour d’autres protéines. Par exemple, la protéine HIF-1α est très instable en normoxie en 

raison d’une hydroxylation de la sous-unité α qui favorise l’ubiquitination de cette dernière, amenant 

à sa dégradation par le protéasome (Wei and Yu, 2007). Des modifications post-traductionnelles 

pourraient donc être impliquées dans l’expression de la protéine GILZ dans un PN. 

Une autre hypothèse serait que GILZ semble devoir être « éliminé » par le PN. Cela laisse 

entrevoir que GILZ serait délétère dans cette cellule. Les résultats de surexpression de GILZ dans la 

lignée PLB-985 suggèrent que GILZ pourrait favoriser l’apoptose du PN. Toute modification 

biologique présente un coût énergétique pour la cellule, en particulier pour une cellule en 

différenciation terminale comme le PN, qui tire son énergie principalement de la glycolyse et 

contient un nombre limité de mitochondries (Borregaard, 2010). Les cellules sont contrôlées par le 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ubiquitination
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coût énergétique. Par exemple, une cellule s’orientera vers la nécrose au détriment de l’apoptose 

dans le cas de carence énergétique (Kushnareva and Newmeyer, 2010). Ainsi, le neutrophile aurait 

besoin de pouvoir exprimer GILZ rapidement dans des conditions bien particulières, mais pas dans 

des conditions basales, comme le confirme la dégradation observée de GILZ par le protéasome.  

Nos travaux apportent donc une observation essentielle : GILZ peut être exprimé dans des 

neutrophiles. Cependant, elle soulève également de nombreuses questions sur les mécanismes 

permettant son expression, et les conséquences liées à la présence de GILZ dans les PN.  

2. Rôles de GILZ dans le polynucléaire neutrophile 

Questions et modèles 

Nos résultats précédents soulèvent la question du rôle de GILZ dans le polynucléaire 

neutrophile et plus particulièrement de l’effet de GILZ sur l’apoptose et les fonctions du PN. GILZ 

modifie-t-il les fonctions du PN ? GILZ participe-t-il à l’apoptose du PN ? Pour adresser ces questions, 

nous avons utilisé deux modèles in vitro, afin de contourner l’impossibilité de transfection des 

neutrophiles primaires. Nous avons utilisé dans un premier temps la surexpression de GILZ dans un 

modèle de neutrophiles, la lignée PLB-985 différenciée par addition d’ATRA et de DMF. Pour cela, 

après une transfection stable des cellules PLB-985 par un plasmide codant pour le gène humain de 

gilz (pcDNA3-Myc-GILZ) ou d’un plasmide contrôle (pcDNA3-Myc), nous avons obtenu des clones 

PLB-GILZ et PLB-Myc. Le second modèle que nous avons utilisé s’appuie sur des souris transgéniques 

issues du croisement de souris MRP8-cre et GILZ-floxed et n’exprimant pas gilz spécifiquement dans 

les neutrophiles. Les neutrophiles de ces souris ont été isolés à partir de la moelle osseuse par un tri 

négatif et mis en culture. 

Modifications du phénotype liées à l’absence ou à la présence de GILZ 

Ces deux modèles nous ont permis d’étudier le rôle de GILZ dans les principales fonctions du 

neutrophile. L’absence ou la surexpression de GILZ (dans les neutrophiles GILZ-KO ou les clones PLB-

GILZ respectivement) ne modulent pas la capacité d’explosion oxydative du PN, qui reste la première 

propriété de cette cellule phagocytaire. De plus, les clones PLB-GILZ possèdent des capacités de 

phagocytose équivalentes aux clones PLB-Myc. Enfin, l’expression membranaire du CD11b, une β-

intégrine majeure des neutrophiles humains, n’est pas affectée par la surexpression de GILZ. De 

manière intéressante, l’invalidation de l’expression de GILZ dans des neutrophiles murins ne modifie 

pas la différenciation granulocytaire, car la quantité de neutrophiles dans la moelle osseuse et dans 

le sang était équivalente entre les souris GILZ-KO et les souris contrôles. 

Néanmoins, certaines observations obtenues dans les clones PLB-GILZ demeurent 

incomprises. Comment GILZ prévient-il l’expression membranaire de DAF ? Comment GILZ amplifie-t-

il l’accumulation de globules lipidiques au cours de la différenciation dans les clones PLB-GILZ ? 

Quelles conséquences fonctionnelles vont avoir ces modifications sur le phénotype des cellules 

« neutrophiles-like » surexprimant GILZ ? Nous sommes au début de la compréhension des effets de 

la surexpression de GILZ dans la lignée PLB-985. Notre caractérisation n’est bien sûr pas exhaustive. 

Cependant au regard des marqueurs observés, nous pouvons conclure que les clones PLB-GILZ ont 
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acquis un profil de cellules « neutrophiles-like » identique aux clones contrôles, malgré quelques 

singularités dont l’impact demeure à approfondir. 

GILZ et apoptose du neutrophile. 

 L’apoptose du neutrophile est un élément central de la résolution de l’inflammation 

(Kolaczkowska and Kubes, 2013; Milot and Filep, 2011). GILZ étant reconnu comme une protéine 

anti-inflammatoire, il apparaissait essentiel d’évaluer l’impact de GILZ sur l’apoptose des PN. 

 GILZ et apoptose des neutrophiles de patients atteints de SDRA 

Pour le moment, nous n’avons pas pu lier l’expression de GILZ dans les PN des patients SDRA 

à une modification du profil apoptotique de ces cellules. L’observation in vivo de cellules 

apoptotiques demeure un défi. En effet, des neutrophiles administrées dans le poumon d’une souris 

ne sont plus détectées après 30 minutes, illustrant le fait qu’une cellule apoptotique in vivo est très 

rapidement phagocytée (Willems et al., 2012).  

De plus, récemment une étude a présenté un nouvel effet des GCs sur les PN (Marwick et al., 

2013). Il est reconnu qu’in vitro les GCs retardent l’apoptose des PN en induisant l’expression de mcl-

1 (Saffar et al., 2008), et que l’hypoxie favorise la survie des PN (Walmsley et al., 2005). Cependant, in 

vitro, l’association d’un environnement fortement hypoxique (1% O2 et non 5%) à des GCs (10-7 M de 

Dex) rend les PN sensibles à l’apoptose (Marwick et al., 2013). Ces résultats sont surprenants parce 

qu’ils montrent que l’association de deux signaux de survie du PN (l’hypoxie et les GCs) peut au 

contraire induire son apoptose (Marwick et al., 2013). De manière intéressante, ces deux signaux 

sont capables indépendamment d’induire l’expression de GILZ dans des macrophages et des 

fibroblastes (Liu et al., 2013b; Wang et al., 2012b). Ainsi, il est possible qu’une synergie entre ces 

deux voies d’induction de l’expression de GILZ soit à l’origine de la présence de GILZ dans les 

neutrophiles des patients SDRA, favorisant ainsi l’apoptose du PN. 

 GILZ n’est pas exprimé au cours de l’apoptose spontanée du neutrophile, c’est-à-dire 

l’apoptose par déprivation en facteur de croissance 

Tout d’abord à l’aide du modèle murin d’invalidation de l’expression de GILZ dans les PN, 

nous obtenons des résultats préliminaires qui suggèrent que GILZ ne module pas l’apoptose 

spontanée des PN. En effet, les neutrophiles de la moelle osseuse de souris exprimant ou non GILZ 

dans leurs PN isolés par sélection négative présentent la même cinétique d’apoptose. Ceci est 

cohérent avec les observations réalisées sur des neutrophiles primaires. En effet, lors de la mise en 

culture d’un neutrophile primaire, ce dernier entre spontanément en apoptose. L’expression des 

transcrits ou de la protéine GILZ n’est alors pas affectée. Cette observation illustre que GILZ 

n’entrerait pas en jeu dans l’apoptose par déprivation en facteur de croissance du PN. Un signal 

semble nécessaire pour que GILZ soit exprimé dans le PN et puisse moduler l’apoptose. 

 La surexpression de GILZ dans la lignée PLB-985 différenciée induit l’apoptose. 

 

 Une apoptose dépendante des caspases 

La surexpression de GILZ dans les cellules PLB-985 induit une apoptose accrue. La présence 

de GILZ rend également ces cellules plus sensibles à l’apoptose induite par un stimulus, ici le PMA. 

Nous avons démontré que cette apoptose était caspase-dépendante et impliquait la voie 
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mitochondriale. Nous avons montré une franche activation de la caspase-3 et une activation tardive 

de la caspase-8. Cette dernière serait activée par la forme active de la caspase-3, formant ainsi une 

boucle d’auto-amplification de l’apoptose, comme suggéré par Ferreira et al. (Ferreira et al., 2012). 

 L’expression de PCNA n’est pas modifiée dans les clones PLB-

GILZ. 

Nous nous sommes penché sur l’expression de PCNA, une protéine récemment impliquée 

dans le contrôle de la survie du neutrophile (Witko-Sarsat et al., 2010). PCNA se relocalise dans le 

cytoplasme au cours de la différenciation granulocytaire, piégeant alors notamment les procaspases 

et prévenant ainsi l’apoptose du PN (Witko-Sarsat et al., 2010). Nous nous sommes demandé si GILZ 

pouvait moduler l’expression de PCNA. Nous avons montré que la même diminution de l’expression 

de PCNA était observée entre les clones PLB-Myc et PLB-GILZ au cours de la différenciation par 

Western Blot. PCNA interagit avec de nombreuses protéines clef du neutrophile, impliquées dans 

diverses fonctions du PN, comme les procaspases-3, -8, -9 et -10 (Witko-Sarsat et al., 2010). Il serait 

intéressant d’évaluer si GILZ et PCNA interagissent physiquement et si PCNA pourrait être impliqué 

dans le mécanisme d’apoptose.  

 Une apoptose a priori indépendante de Bid, de Bax, de 

l’annexine-A1 et de Bim 

Ensuite, nous nous sommes en particulier intéressés aux protéines dévolues au contrôle de 

l’intégrité mitochondriale. La surexpression de GILZ ne module pas l’expression de Bid, Bax et de 

l’annexine-A1, trois molécules pro-apoptotiques du PN. Nous n’avons pas observé une expression de 

la forme active de Bax dans les PLB-GILZ par cytométrie. Dans notre modèle, GILZ diminue 

l’expression de Bim, confirmant une précédente étude menée au laboratoire dans les lymphocytes 

(Asselin-Labat et al., 2004). Bim est une protéine pro-apoptotique, dont la diminution d’expression 

favorise généralement la survie de la cellule. Cette diminution ne s’oppose pourtant pas à l’apoptose 

associée à la surexpression de GILZ dans notre modèle. Une telle discordance a déjà été décrite. En 

effet, dans les neutrophiles humains, le GM-CSF qui induit la survie, favorise également l’expression 

de Bim (Cowburn et al., 2011). Ces résultats confirment une précédente étude dans laquelle des 

neutrophiles murins en présence de LPS exprimaient une quantité plus importante de Bim malgré 

une survie accrue (Bauer et al., 2007). Dans les clones PLB-GILZ, l’équilibre en faveur de l’apoptose 

reste positif. 

 Une apoptose associée à une expression diminuée de Mcl-1 et 

une activation soutenue de JNK 

Une protéine clef de la survie du PN est Mcl-1, protéine pro-apoptotique de la famille Bcl-2. 

La majorité des signaux de survie du PN permettent son induction et/ou sa stabilisation (Milot and 

Filep, 2011). La stabilité de la protéine Mcl-1 est contrôlée via des phosphorylations par les MAPK, 

p38 MAPK et ERK. Au contraire la phosphorylation par la kinase JNK permet la phosphorylation par la 

kinase GSK3 et ces deux phosphorylations successives orientent la dégradation de Mcl-1 par le 

protéasome, et favorisent ainsi l’apoptose du PN (Thomas et al., 2010). 

 Nos résultats montrent que l’expression de Mcl-1 est diminuée dans les clones PLB-GILZ alors 

que l’expression des ARNm de mcl-1 n’est pas modulée. Ces observations suggèrent que GILZ 
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modifierait plutôt la stabilité protéique de Mcl-1. Dans un premier temps, nous avons donc cherché à 

évaluer le profil d’activation de la kinase JNK. Cette kinase est phosphorylée de manière soutenue et 

prolongée dans les clones PLB-GILZ. Ce résultats soulèvent plusieurs questions : Quel est le rôle de 

JNK dans l’apoptose des clones PLB-GILZ? Comment JNK est-il activé dans les clones PLB-GILZ ? La 

protéine Mcl-1 est-elle phosphorylée par JNK ? 

Comment la kinase JNK est-elle activée dans les clones PLB-GILZ ?  

Nous nous sommes alors intéressés à la deuxième question : comment GILZ pouvait-il 

favoriser la phosphorylation de JNK ? La phosphorylation des kinases est contrôlée par des 

phosphatases, comme MKP-1 pour les MAPK (Wang and Liu, 2007). Nous avons donc recherché si 

GILZ modulait l’expression de MKP-1. Aucune différence d’expression de cette phosphatase n’a été 

observée entre les clones PLB-Myc et PLB-GILZ, mais nous n’avons pas mesuré l’activité phosphatase 

de MKP-1. JNK est une kinase du stress cellulaire. Elle peut être activée suite à un traitement par des 

UV, des cytokines ou un stress du réticulum endoplasmique  (Liu and Lin, 2005). Il semble qu’une 

activation prolongée de JNK soit associée à l’apoptose des cellules, alors qu’une activation transitoire 

soit plutôt impliquée dans la survie cellulaire et la prolifération (Dhanasekaran and Reddy, 2008). La 

surexpression de GILZ dans les PLB-985 pourrait induire un stress, mais sa nature reste inconnue et 

un tel effet de GILZ n’a, à ce jour, jamais été décrit. GILZ a récemment été décrit comme activant la 

kinase JNK dans des cellules endothéliales humaines. Une augmentation de l’expression de MKP-1 

serait impliquée (Cheng et al., 2013). 

La protéine Mcl-1 est-elle phosphorylée par JNK ? Par GSK3 ? 

 Afin de confirmer l’hypothèse selon laquelle la phosphorylation de Mcl-1 par JNK et GSK3 

pourrait être responsable de sa dégradation, il serait intéressant d’évaluer le profil de 

phosphorylation de Mcl-1 dans les clones PLB-Myc et PLB-GILZ à l’aide d’un anticorps détectant les 

résidus phosphorylés de Mcl-1, la thréonine T163 (cible de JNK), et les sérines S155 et S159 (cibles de 

GSK3). Ces expériences seront réalisées en présence d’un inhibiteur du protéasome. De même, 

évaluer le statut de la kinase GSK3 semble essentiel. Cette kinase est inhibée par la voie PI3K/Akt 

dans le neutrophile et est donc activée dans des conditions de déprivation en facteur de croissance 

(Tang et al., 2011). Par ailleurs, GILZ a été récemment décrit comme inhibiteur de la voie PI3K/Akt en 

interagissant physiquement avec mTORC2 (Joha et al., 2012). mTORC2 contrôle l’activation de la 

kinase Akt en phosphorylant la sérine 473, stimulant la phosphorylation d'Akt sur la threonine 308 

par PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1) et conduit à l'activation d'Akt (Sarbassov et al., 

2005).  

La kinase Akt peut promouvoir la survie cellulaire de trois façons différentes: par la régulation 

des gènes de la famille Bcl-2 ou des caspases via des phosphorylations directes (phosphorylation de 

Bad, de la caspase-9), par l'induction transcriptionnelle de gènes impliqués dans la survie cellulaire 

via l'activation de NF-кB et l'inactivation de GSK-3 (comme l’illustre Mcl-1) ou par la répression 

transcriptionnelle de gènes pro-apoptotiques via la phosphorylation de facteurs de transcription 

séquestrés dans le cytoplasme (Zhang et al., 2013). L’inhibition d’Akt semble envisageable dans les 

clones PLB-GILZ. En effet, l’inhibition de la voie PI3K/Akt par le LY294002 conduit à une apoptose 

similaire dans les clones PLB-Myc et PLB-GILZ, ce qui suggère que cette voie pourrait déjà être en 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Akt1
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide-dependent_kinase-1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Akt1
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partie inhibée dans les clones PLB-GILZ. Nous faisons l’hypothèse que dans les clones PLB-GILZ la 

kinase Akt serait inhibée, permettant l’activation de la kinase GSK3. 

GILZ et GCs : une boucle de rétro-contrôle régulant l’apoptose du neutrophile 

Il est intéressant d’observer que dans le neutrophile, GILZ et les GCs auraient deux effets 

opposés sur l’apoptose. Ce résultat peut sembler surprenant. En effet, le rôle de GILZ dans la survie 

des cellules hématopoïétiques a majoritairement été décrit jusqu’à présent comme redondant avec 

celui des GCs. GILZ et les GCs induisent l’apoptose des thymocytes (Delfino et al., 2004), et retardent 

l’apoptose des lymphocytes T induite par une activation répétée du TCR (AICD) (D'Adamio et al., 

1997; Zacharchuk et al., 1990). Dans le neutrophile, nos résultats suggèrent que GILZ favoriserait 

l’apoptose en déstabilisant Mcl-1, alors que les GCs induisent au contraire la survie du PN en 

augmentant l’expression de mcl-1, au moins in vitro (Saffar et al., 2011). Néanmoins, des effets 

opposés entre GILZ et les GCs ont précédemment été décrits dans un modèle. Ainsi, les GCs 

favorisent la différenciation des MSC en adipocytes, alors que GILZ promeut leur différenciation en 

ostéoblastes (Shi et al., 2003). Nous formulons donc l’hypothèse que l’induction de GILZ dans les 

neutrophiles pourrait participer à une boucle de rétro-contrôle des effets des GCs. Il est assez 

surprenant que les GCs, puissants anti-inflammatoires, n’induisent pas l’apoptose des PN, alors que 

cette étape est clef au cours du processus de résolution de l’inflammation. Il est important de noter 

que les effets des GCs sur l’apoptose des PN ont été décrits uniquement in vitro. In vivo, GILZ induit 

par les GCs et d’autres signaux endogènes possibles, comme l’hypoxie, pourrait induire l’apoptose du 

PN et constituer ainsi une boucle de régulation des effets des GCs in vivo.  

Vers les conséquences physiologiques de l’expression de GILZ dans un neutrophile 

L’apoptose induite par GILZ dans la lignée PLB-985 suggère que cette protéine pourrait 

favoriser l’apoptose du neutrophile. Cependant, cette hypothèse nécessite d’être confirmée dans des 

neutrophiles primaires ou à l’aide d’une approche in vivo. 

Un outil possible pour exprimer GILZ serait  dans un neutrophile serait l’utilisation de la 

protéine TAT-GILZ, dont nous possédons le vecteur au laboratoire. Des protéines de fusion TAT ont 

été utilisé avec succès dans des neutrophiles primaires, par exemple une TAT-caspase-3 (Alvarado-

Kristensson et al., 2004) ou encore une TAT-NEMO-binding domain (Choi et al., 2003). Cet outil 

permettrait de s’affranchir de la transfection et de pouvoir adresser la question du rôle de GILZ dans 

le PN. 

Une autre approche pourrait s’appuyer sur les souris invalidées pour GILZ dans les 

neutrophiles. Des modèles pathologiques impliquant le PN développés dans ces souris permettraient 

de mieux comprendre le rôle de GILZ in vivo dans l’apoptose des neutrophiles. Les résultats 

préliminaires obtenus avec le modèle d’inflammation pulmonaire induite par le LPS (ALI) confirment, 

comme nous l’avons évoqué précédemment, que GILZ peut être exprimé dans des neutrophiles au 

cours de l’inflammation. Nous ne voyons pas d’effet de l’absence de GILZ dans des conditions 

« resting ». Nous attendons un effet dans des conditions inflammatoires, où GILZ est exprimé dans 

les PN des souris contrôles, mais pas dans les PN des souris GILZ-KO. Nous pensons que ce modèle 

nous permettra de montrer qu’une plus faible résolution de l’inflammation est associée à l’absence 

d’expression de GILZ dans les PN et donc à une apoptose amoindrie de ces cellules. 
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Au regard de nos résultats nous formulons l’hypothèse que favoriser l’expression de GILZ 

dans des neutrophiles pourrait représenter une stratégie thérapeutique nouvelle et importante dans 

des désordres inflammatoires impliquant le neutrophile. Le modèle ALI nous permettra de 

comprendre le rôle de l’expression de GILZ dans les neutrophiles au cours de l’inflammation 

pulmonaires aiguë. 

Nous pourrions envisager d’utiliser les souris invalidées pour GILZ dans les neutrophiles dans 

une autre pathologie impliquant les PN. Il est connu qu’au cours de l’eczéma de contact les 

neutrophiles sont massivement recrutés. Leur rôle n’est pas clairement documenté. Nous pensons 

que GILZ, en tant que molécule anti-inflammatoire, pourrait être exprimé dans les PN et jouer un rôle 

au cours de cette pathologie. Nous envisager de l’évaluer prochainement à l’aide du modèle MEST 

(mouse ear swelling test) d’eczéma de contact chez la souris.   

3. Conclusions et perspectives  

Le polynucléaire neutrophile est une cellule clef de l’immunité et ses fonctions se 

diversifient. Le PN semble pouvoir jouer un rôle plus complexe au sein du système immunitaire, au-

delà du contrôle des infections. Le PN participe à l’orchestration de la réponse immunitaire, pouvant 

moduler les fonctions de la cellule dendritique ou encore celles des lymphocytes (Mayadas et al., 

2013; Mocsai, 2013).  

GILZ est une petite protéine dont les effets ont généralement été décrits comme similaires et 

complémentaires à ceux des GCs. Ainsi, GILZ pourrait amplifier les effets des GCs : l’association GR et 

GCs inhibe AP-1 ou NF-кB, et GILZ inhibe ces deux voies, ce qui permet sans doute d’amplifier les 

effets des GCs (annexe 3). Cependant, parfois cette protéine, induite par les GCs, n’amplifie pas les 

effets de son signal inducteur, mais au contraire s’y oppose. Ainsi, nous proposons que dans les PN, 

alors que les GCs favorisent la survie, GILZ induirait une apoptose dépendante des caspases 

impliquant une déstabilisation de la protéine Mcl-1. Alors que les GCs induisent l’expression de la 

protéine Mcl-1, GILZ favoriserait sa dégradation, constituant une boucle de rétrocontrôle.  

GILZ est dégradé dans le PN par le protéasome via un mécanisme encore inconnu. Nous 

formulons l’hypothèse que des modifications post-traductionnelles ou une interaction physique avec 

un partenaire protéique pourraient être impliquées. Récemment, PCNA a été décrit comme une 

véritable plateforme cytoplasmique. Cette protéine est capable de lier de nombreuses protéines, 

contrôlant ainsi notamment leur stabilité. Il serait très intéressant d’évaluer si GILZ et PCNA peuvent 

interagir et si ce complexe participerait à la stabilité de GILZ et au contrôle de la survie du 

neutrophile. 

Notre travail a montré que l’expression de GILZ dans un neutrophile était une réalité 

physiopathologique. En effet, GILZ est exprimé dans des neutrophiles de patients souffrant de SDRA 

sévère. Cette observation nous invite à poursuivre notre travail et suggère que GILZ pourrait être 

impliqué dans des mécanismes physiopathologiques. Ce travail donne des clefs pour mieux envisager 

les signaux inducteurs de l’expression de GILZ.  

Cette thèse laisse entrevoir de nouveaux axes thérapeutiques pour traiter des désordres 

inflammatoires où un rôle de l’apoptose du neutrophile a été décrit. GILZ, et plus précisément un 
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peptide mimant la zone d’interaction de GILZ avec la sous-unité p65 de NF-кB, ont montré des effets 

anti-inflammatoires bénéfiques in vivo. Il serait intéressant d’évaluer les mécanismes moléculaires 

induisant la déstabilisation de Mcl-1 et si ce peptide GILZ pourrait favoriser l’apoptose du PN. 
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Résumé  

La famille des protéines TSC-22D (TSC-22 domain) comporte 18 membres à ce jour. 

Parmi ces membres, la protéine GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) a été décrite 

comme un médiateur des effets anti-inflammatoires des glucocorticoïdes et est 

actuellement présentée comme un régulateur majeur de l’inflammation. Un autre 

membre de cette famille, la protéine TSC-22 (TGF-β-stimulated clone-22) est décrite 

comme un modulateur de l’apoptose et un gène suppresseur de tumeur. GILZ et TSC-22 

sont caractérisées par la présence d’un domaine leucine zipper et d’une TSC-box. Les 

fonctions associées à ces protéines suggèrent que cette famille joue un rôle majeur dans 

l’homéostasie cellulaire et la régulation du système immunitaire. 
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Les protéines GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) et TSC-22 (TGF-β-stimulated 

clone-22), dont l’expression est induite essentiellement par les glucocorticoïdes (GC) 

et/ou le TGF-β, ont été mises en évidence dans les cellules hématopoïétiques et 

certaines cellules des tissus [1, 2]. GILZ et TSC-22 appartiennent à la famille des 

protéines TSC-22D (TSC-22 domain), comprenant 16 autres protéines, qui sont 

caractérisées par la présence des domaines leucine zipper (LZ) et TSC-22. Ainsi, 

plusieurs membres de cette famille peuvent interagir via une homo- ou une 

hétérodimérisation, qui sont dans certains cas indispensables à leur activité.  

GILZ apparaît comme un des acteurs majeurs de la réponse anti-inflammatoire, au 

moins en partie en relayant les effets des GC. TSC-22 et GILZ contrôlent aussi l’apoptose 

et la prolifération cellulaire. Ces fonctions et leur expression dans les cellules 

hématopoïétiques suggèrent un rôle probable de ces protéines dans les maladies 

inflammatoires et tumorales.  

 

Structure des protéines de la famille TSC-22D (TGF-β-stimulated clone-22 domain) 

Chez les mammifères, les 18 protéines TSC-22D sont issues de l’épissage alternatif de 

quatre gènes, tsc-22d1 à tsc-22d4, localisés sur des chromosomes différents (Tableau I) 

[3]. Dans la classification proposée par Fiol et al. [3], les transcrits issus de chaque gène 

sont numérotés selon leur taille (Tableau I). Nous avons ajouté à cette classification les 

transcrits décrits lors d’études plus récentes [4-6]. Pour la plupart, les isoformes 

protéiques, identifiées par analyse informatique ou par des expériences de double 

hybride, sont peu caractérisées (Tableau II) [3, 5 ]. Des orthologues de TSC-22, 

Bun/DIP/Shortsighted, ont été décrits chez la drosophile, ce qui démontre la 

conservation de ces protéines au cours de l’évolution [5]. 

Le gène tsc-22d1, localisé sur le chromosome 13 chez l’homme, code pour la protéine 

TSC-22 ou TSC-22D1-2, composée de 144 acides aminés (aa), ainsi que pour une 

isoforme de taille supérieure, TSC-22D1-1 [3]. La protéine GILZ humaine est composée 

de 134 aa ; elle est codée par le gène tsc-22d3 localisé sur le chromosome X et possède 

78 % d’homologie avec TSC-22D1-2 dans sa partie codante [3]. Le gène tsc-22d3 code 

également pour trois autres isoformes (TSC-22D3-1, TSC-22D3-3 et TSC-22D3-4) 

retrouvées dans les cellules rénales murines, ainsi que pour un transcrit de taille 
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supérieure nommé L-GILZ (Long-GILZ) (Tableau I) [3-6]. La protéine THG-1 humaine, 

produit du gène TSC-22D4, est composée de 395 aa, et sa séquence comporte 75 % 

d’homologie avec celle de TSC-22 et 67 % avec celle de GILZ (Figure 1A)[7].  

Ces protéines, à l’exception de TSC-22D3-4 et TSC-22D4-2, possèdent toutes le domaine 

très conservé TSC-22 qui est composé de la TSC-box et du domaine leucine zipper, ainsi 

qu’une région riche en prolines et en acides glutamiques en position carboxy-terminale 

(Figure 1A) [5]. Par la région LZ, ces  protéines s’associent sous forme d’homodimères 

ou d’hétérodimères. Ainsi, GILZ, TSC-22 et THG-1 s’homodimérisent [7, 8]. La mutation 

des quatre résidus leucine en position 76, 83, 90 et 97 dans le domaine LZ de GILZ 

invalide sa dimérisation [8], alors que seuls les résidus leucine en position 91 et 97 dans 

le domaine LZ de TSC-22 sont indispensables à son homodimérisation [9]. THG-1 

s’hétérodimérise avec TSC-22 [7] ou avec son isoforme TSC-22D1-1 (Figure 1B). La 

possibilité d’une hétérodimérisation entre d’autres protéines TSC-22D n’est pas à 

exclure même si elle n’a pas encore été explorée. 

 GILZ et TSC-22 interagissent également physiquement et fonctionnellement avec des 

protéines n’appartenant pas à la famille TSC-22D (Figure 1B), ce qui constitue un mode 

d’interférence majeur de ces protéines avec les voies de signalisation qui ne manque pas 

de rappeler les effets transrépressionnels du récepteur des glucocorticoïdes (GR). Ainsi, 

TSC-22, via les régions LZ et TSC-box, se lie à la protéine anti-apoptotique fortiline dans 

les cellules de carcinome ovarien humain SKOV-3 [10]. Le domaine amino-terminal de 

TSC-22 interagit avec le récepteur de type I du TGF-β (TbRI) et la protéine Smad7 

(mothers against decapentaplegic homolog 7) dans les cellules de rein embryonnaire 

humain HEK29 [11]. GILZ interagit d’une part avec la petite protéine G Ras via son 

domaine TSC-box et d’autre part avec l’effecteur Raf via son domaine amino-terminal, 

pour former un complexe ternaire dans les cellules COS-7 [8]. Par ailleurs, GILZ se lie à 

divers facteurs de transcription, inhibant ainsi leurs activités (Figure 1B). Ainsi, le 

domaine amino-terminal de GILZ interagit avec les sous-unités c-Fos et c-Jun du facteur 

de transcription AP-1 (activator protein-1) [12], tandis que le domaine carboxy-terminal 

de GILZ assure sa liaison à la sous-unité p65 du facteur de transcription NF-B [8].  

Enfin, une séquence fonctionnelle NES (nuclear export signal) a été identifiée dans la 

région amino-terminale de TSC-22, expliquant sa localisation cytoplasmique [13]. TSC-
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22 migre dans le noyau lors de l’apoptose ou après l’activation de la voie Ras/Raf [13, 

14]. Notre équipe a mis en évidence la localisation cytoplasmique de GILZ dans des 

cellules hématopoïétiques et a identifié une séquence NES dans sa région amino-

terminale, sans toutefois que la fonctionnalité de cette séquence n’ait été formellement 

démontrée [15].  

 

Régulation de l’expression des protéines TSC-22D  

Les protéines TSC-22 et GILZ sont exprimées dans de nombreux tissus humains et 

murins. GILZ est présente chez l’homme dans le muscle squelettique, le cerveau, le cœur, 

les poumons, les reins et la rate [8]. GILZ a également été détectée chez la souris dans la 

rate, le foie, la moelle osseuse, les poumons, les ganglions lymphatiques et le thymus [1]. 

L’ARNm de TSC-22 est détecté chez l’homme dans les poumons, le cœur, le cerveau, les 

reins, le placenta, le thymus, la prostate, les ovaires, l’intestin grêle et le côlon, mais il est 

très faiblement exprimé dans le foie, le pancréas, la rate et les leucocytes du sang 

périphérique [16]. Les transcrits GILZ et TSC-22 sont exprimés dans les mêmes tissus 

humains adultes et fœtaux (A Pépin, et al., résultats non publiés). 

L’expression génique de gilz est régulée par les glucocorticoïdes (GC), des hormones et 

des cytokines. La dexaméthasone induit l’expression de gilz dans les cellules 

hématopoïétiques, les myoblastes, les cellules épithéliales bronchiques et les cellules 

souches mésenchymateuses [1, 8, 12, 17-19]. D’autres hormones régulent positivement 

l’expression de gilz, comme l’aldostérone dans les cellules rénales ou les œstrogènes 

dans la lignée humaine d’adénocarcinome du sein MCF-7 [6, 8]. Les mécanismes 

régulant l’expression de GILZ lors des processus inflammatoires ne sont pas encore bien 

compris. Jusqu’à présent, il était admis que l’expression génique de gilz était induite par 

différents signaux anti-inflammatoires comme les GC, mais aussi par les interleukines 

(IL) IL-4, IL-13 et IL-10 dans les monocytes et les macrophages, l’IL-10 dans les 

mastocytes et les cellules dendritiques (DC) humaines dérivées de monocytes (MoDC) 

[8, 18-20] ou le TGF-β (transforming growth factor) dans les MoDC. Inversement, 

l’expression de GILZ peut être réprimée par des signaux pro-inflammatoires ou 

infectieux comme dans les macrophages alvéolaires humains en réponse à l’activation 

par le LPS (lipopolysaccharide) du récepteur Toll-like 4 (TLR4) [21]. Plus récemment, 

les travaux de l’équipe d’Eric Morand ont cependant suggéré que GILZ pouvait être 
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exprimé dans des situations inflammatoires. En effet, dans un modèle murin d’arthrite 

induite par le collagène ainsi que dans les synoviocytes de patients atteints de 

polyarthrite rhumatoïde active, l’expression de GILZ est augmentée par des doses 

thérapeutiques de GC, mais aussi, de manière intéressante, dans le synovium des 

patients en absence de GC exogènes [22], présentant pour la première fois GILZ comme 

une molécule anti-inflammatoire endogène (ce que nous verrons dans le chapitre 

“Régulation de l’inflammation par GILZ»). Enfin, l’expression de gilz est induite par 

l’hypoxie dans les macrophages murins [23]. 

Le promoteur murin de gilz a été cloné par notre équipe. Il comporte des GRE 

(glucocorticoid responsive element) et des FHRE (forkhead responsive element) qui 

coopèrent pour la transactivation de ce promoteur [24]. Le facteur FOXO3 (forkhead box 

class O3), activé lors de la déprivation en IL-2 de la lignée de lymphocytes T murins 

CTLL-2, participe à la transcription de gilz [24] alors qu’en présence d’IL-2, FOXO3 est 

phosphorylé et donc inactif, et l’expression de gilz est réprimée [17]. Le promoteur gilz 

comporte aussi des sites potentiels de fixation pour les facteurs de transcription STAT6 

(signal transducer and activator of transcription 6), NFAT (nuclear factor of activated T 

cell), OCT-1 (octamer binding transcription factor-1) et c-Myc [24]. Un mécanisme de 

régulation post-transcriptionnelle de gilz a été décrit dans les cellules humaines dans 

lequel l’activation par le LPS déstabilise l’ARNm de gilz dans la région 3’UTR 

(untranslated region), diminuant ainsi son expression [21].  

Tsc-22 est régulé positivement par la dexaméthasone dans la lignée d’ostéoblastes 

murins MC3T3 E1 [2] bien qu’aucune séquence GRE n’ait été identifiée à ce jour dans le 

promoteur de tsc-22 [2, 25]. Le TGF- induit l’expression de tsc-22 dans la lignée 

fibroblastique MC3T3 E1, les cellules mésangiales murines primaires et la lignée de 

kératinocytes humains HaCat [2, 26]. Dans le cas du TGF-, la régulation positive de 

l’expression de tsc-22 implique un mécanisme post-transcriptionnel. Le TGF-β augmente 

la stabilité de l’ARNm de tsc-22, en diminuant la liaison de la protéine Ybx1 responsable 

de sa dégradation en 3’UTR via un mécanisme impliquant le miARN 216a [25, 26]. 

L’expression de TSC-22 est aussi régulée positivement par l’activation de la voie de 

signalisation Ras/Raf dans les lymphocytes préB murins Ba/F3 ou dans les fibroblastes 

murins NIH-3T3 qui surexpriment H-Ras. Cette régulation positive est inhibée par la 
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présence de STAT5 activé [13].  

Enfin, une hyperméthylation du promoteur de tsc-22 inhibant la transcription du gène a 

été caractérisée dans diverses lignées de leucémies lymphoïdes murines (EL-4, L110, 

TK-1 et YAC-1) et dans la lignée P1.17 dérivée d’un plasmocytome murin [27]. Cette 

répression de l’expression de TSC-22 dans des tumeurs humaines de glandes salivaires, 

de la prostate, du cerveau ou dans des leucémies lymphoïdes T ou NK humaines [27, 28], 

suggère que l’expression de TSC-22 pourrait inhiber les processus de tumorigenèse.  

Ces résultats montrent que l’expression des gènes codant pour les protéines GILZ et 

TSC-22 murines et humaines est régulée par de nombreux stimuli et par divers 

mécanismes spécifiques de chaque type cellulaire, suggérant ainsi la multiplicité des 

fonctions de GILZ et TSC-22. 

 

Régulation de l’homéostasie cellulaire par les protéines TSC-22D  

 

Régulation de l’apoptose 

 

GILZ et TSC-22 ont été montrés comme des régulateurs majeurs de l’apoptose des 

cellules hématopoïétiques. 

 

Apoptose des lymphocytes T matures 

L'apoptose des lymphocytes T matures permet de préserver l'homéostasie en diminuant 

le nombre de cellules T une fois que la réponse immune est terminée. Il existe au moins 

deux voies (active et passive) conduisant à l'apoptose de ces cellules. L’apoptose 

"active" ou AICD (activation-induced cell death ou AICD) est induite par une 

stimulation répétée du récepteur de l’antigène des lymphocytes T. L'activation des 

lymphocytes T induit l'expression de surface du ligand du récepteur de mort Fas (ou 

FasL) qui peut être augmentée par l'IL-2. GILZ inhibe l’AICD (Figure 2) en régulant 

négativement la transcription de fasl, de l’IL-2 et de la chaîne  de son récepteur (CD25) 

[8, 12]. L’apoptose "passive" est induite par la déprivation en cytokines : en l'absence 

de nouvelle stimulation par l'antigène, l'expression de l'IL-2 et de ses récepteurs 

diminue. Nous avons montré au laboratoire que GILZ retarde l’entrée en apoptose des 
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LT murins CTLL-2 privés d’IL-2. En effet, GILZ est alors induit via l’activation de FOXO3, 

qu’il va ensuite réprimer, inhibant ainsi la transcription de bim (membre pro-

apoptotique de la famille Bcl-2) et l’apoptose des LT [15, 24] (Figure 2). Inversement, 

TSC-22 favorise l’apoptose des LT déprivés en IL-2 (Figure 2). Sa surexpression dans les 

cellules CTLL-2 diminue l’expression de GILZ induite lors de la déprivation en IL-2, 

résultant en une augmentation de l’expression de BIM (A Pépin, et al., résultats non 

publiés). 

Apoptose des cellules tumorales 

Récemment, il a été montré que l’expression de GILZ induisait l’apoptose de cellules de 

leucémie myéloïde chronique [29]. Dans ce contexte, GILZ interagit en effet avec le 

complexe mTOR (mammalian target of rapamycin)-C2, inhibant ainsi la phosphorylation 

de la kinase Akt, ce qui conduit à l’activation de FOXO3 et la transcription de bim, 

permettant l’apoptose de ces cellules [29].  

TSC-22 contrôle également l’apoptose de diverses cellules cancéreuses. Il augmente 

l’apoptose de la lignée cellulaire de carcinome gastrique HSC39 [30], la sensibilité de la 

lignée cellulaire TYS, issue d’une tumeur de glande salivaire humaine, vis-à-vis de trois 

médicaments anticancéreux (5-fluoro-uracile, cisplatine, peplomycine), et l’apoptose 

induite par irradiation de la lignée TYS [14]. Par ailleurs, l’activité pro-apoptotique de 

TSC-22 est régulée par une protéine anti-apoptotique, la fortiline qui, via son domaine 

amino-terminal, interagit avec TSC-22, entraînant alors sa dégradation rapide et, par 

conséquent, une diminution de l’apoptose des cellules SKOV-3 [10]. 

En résumé, GILZ et TSC-22 sont des régulateurs de l’apoptose, dont la fonction peut être 

pro ou anti-apoptotique  selon le contexte et le type cellulaire. 

Régulation de la prolifération cellulaire 

Le rôle de TSC-22. TSC-22 inhibe la prolifération cellulaire de lignées d’origine 

hématopoïétique et de lignées issues de carcinomes en bloquant la progression du cycle 

cellulaire [13, 27]. Ainsi, dans la lignée de carcinome colique Moser S,  TSC-22 induit la 

transcription du gène codant pour p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1), bloquant 

ainsi les cellules en phase G0/G1 [9]. TSC-22 inhibe aussi la prolifération cellulaire 

induite par la voie de signalisation Ras/Raf, sans interagir avec Ras, comme décrit pour 
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GILZ [13]. 

Le rôle de GILZ. Plusieurs arguments expérimentaux font de GILZ un inhibiteur de la 

prolifération cellulaire. D’une part, GILZ diminue la phosphorylation de la kinase 

Akt/PKB, réduisant ainsi l’expression de la cycline D1, et la phosphorylation de la 

protéine pRB (la protéine du rétinoblastome), induisant l’arrêt du cycle cellulaire dans 

les cellules NIH-3T3 ou les hybridomes T murins 3DO [8]. D’autre part, GILZ inhibe 

l’activation de la voie de signalisation ERK (extracellular-signal regulated kinases) dans 

ces mêmes cellules en interagissant avec la petite protéine G Ras et la kinase Raf [8].  

Toutefois, l’analyse de prélèvements de carcinomes ovariens humains a mis en évidence 

une corrélation entre l’expression de GILZ, celle du marqueur de prolifération Ki67 et la 

gravité de la tumeur [31], ce qui a été confirmé dans des lignées tumorales de carcinome 

ovarien, où GILZ pourrait induire une augmentation de la phosphorylation d’Akt, 

résultant en une induction de l’expression de la cycline D1, de pRB et une diminution de 

p21 [31]. Ces derniers résultats montrent à nouveau que les effets de GILZ dépendent 

étroitement du modèle cellulaire utilisé.  

 

Régulation de l’inflammation par GILZ 

Les propriétés anti-inflammatoires de GILZ ont été mises en évidence dans divers 

modèles murins d’inflammation (colique, pulmonaire, ou du système nerveux central), 

dans lesquels la surexpression de GILZ diminue la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires, dont le TNF-(Tumor Necrosis Factor) et l’IL-1β, réduisant ainsi les 

dommages tissulaires [8 , 32]. Dans ces modèles, la surexpression de GILZ est obtenue 

dans des souris transgéniques [8], par l’administration de la protéine de fusion TAT-

GILZ [8], ou celle de glucocorticoïdes [33] (Figure 3). 

Cette action anti-inflammatoire de GILZ pourrait aussi s’exercer en pathologie humaine, 

comme le suggèrent plusieurs travaux récents dans la polyarthrite rhumatoïde (PR). 

Cette maladie auto-immune inflammatoire chronique est caractérisée par une forte 

production de TNF- et d’IL-1-. L’analyse de prélèvements de synovies de patients PR 

et de donneurs sains montre que GILZ est exprimé en quantité plus importante chez les 

patients [22]. Dans un modèle murin de polyarthrite rhumatoïde, GILZ, dont l’expression 

est induite par l’administration de dexaméthasone, diminue la gravité de l’inflammation, 
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en régulant négativement la production des cytokines IL-1, IL-6 et TNF- [22, 33]. 

In vitro, GILZ diminue la production d’IL-6 et d’IL-8 par les synoviocytes stimulés par le 

LPS [22].  

 

Récemment, une étude a démontré le rôle protecteur de GILZ dans un modèle murin 

d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) très utilisé pour étudier la 

physiopathologie de la sclérose en plaques humaine et pour tester de nouvelles 

approches thérapeutiques [34]. L’injection intra péritonéale de la protéine GILZ murine 

recombinante ou d’un peptide de GILZ, correspondant aux 22 aa terminaux et capable 

de se lier à la sous-unité p65 de NF-B, diminue la gravité de la pathologie [34]. 

 

L’ensemble des résultats décrits ci-dessus documentent l’action anti-inflammatoire de 

GILZ. Au-delà, la littérature suggère également une action immunomodulatrice : 

plusieurs mécanismes ont été décrits, dont l’induction de LT régulateurs via l’orientation 

du phénotype des cellules dendritiques en DC « tolérogènes ». En effet, GILZ augmente 

l’expression des molécules B7-H1/CD274 et ILT3/CD85k, ainsi que la production d’IL-10 

dans les CD humaines [18]. Le phénotype de ces CD surexprimant GILZ leur permet 

d’orienter la différenciation des LT CD4+ spécifiques de l’antigène en LT régulateurs, 

caractérisés par l’expression du facteur FOXP3 (forkhead box P3), de CD25, et la 

production d’IL-10 [35] (Figure 3). De plus, dans les CD humaines dérivées de 

monocytes ou dans la lignée monocytaire THP-1, GILZ diminue l’expression des 

molécules de surface CD80 et CD86 impliquées dans la co-stimulation de LT effecteurs 

[18, 20].  

 

Autres fonctions des protéines TSC-22D 

Dans les cellules rénales, GILZ (dont l’expression est induite par l’aldostérone) module le 

transport du sodium par le canal ENaC (epithelial Na+ channel) [6, 8], via l’augmentation 

de son expression membranaire. L’existence d’isoformes de GILZ montre que la 

régulation du transport du sodium dans le rein implique aussi TSC-22D3-3 et TSC-22D3-

4 qui régulent aussi l’expression du canal ENaC [6]. 

Enfin, l’établissement de lignées de souris KO GILZ a montré que GILZ était 

indispensable à la spermatogenèse [36]. En effet, les souris KO GILZ mâles sont stériles 

et présentent une sévère dysplasie des testicules avec une forte augmentation de 
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l’apoptose cellulaire dans les tubules séminifères observée dès le 20e jour après la 

naissance [36]. L’altération de la spermatogenèse pourrait s’expliquer par des taux 

élevés de testostérone et de follicle-stimulating hormone (FSH), ainsi que par de faibles 

taux de cortisol [36]. Une autre étude a confirmé ce rôle [37]. En effet, l’absence de GILZ 

et L-GILZ chez les souris conduit à une perte des cellules germinales associée à une 

altération de la prolifération des spermatogonies non différenciées, une spermatogenèse 

aberrante, ainsi qu’une apoptose massive de ces spermatogonies lors de la méiose [37]. 

 

Conclusion 

Si GILZ, TSC-22, THG-1 et L-GILZ sont les membres les plus étudiés, la famille des 

protéines TSC-22D connues à ce jour est très vaste. Le fait qu’un stimulus puisse induire 

l’expression de plusieurs isoformes dans un même type cellulaire, et que celles-ci 

exercent les mêmes propriétés suggère fortement qu’elles peuvent être redondantes, 

comme dans le cas de GILZ et L-GILZ. Si la plupart de ces protéines possèdent des 

structures homologues et sont exprimées dans la grande majorité des tissus, leur 

complexité vient de la régulation très subtile de leur expression et de leurs fonctions en 

fonction du contexte cellulaire et de leurs interactions. A titre d’illustration, les protéines 

TSC-22D peuvent moduler de manière identique une fonction cellulaire, tout comme 

GILZ et TSC-22 inhibent la prolifération des cellules hématopoïétiques ou, au contraire, 

agir de façon antagoniste sur un paramètre cellulaire, comme dans le cas des effets de 

GILZ et TSC-22 sur l’apoptose des LT. 

Sur le plan mécanistique, ces régulations peuvent s’expliquer par la dimérisation, qui 

permet à GILZ d’être actif, ou à TSC-22 et THG-1 de réguler leurs activités respectives 

dans la cellule. D’autre part, l’expression d’une protéine peut être contrôlée par une 

autre, comme dans le cas de l’inhibition de l’expression de GILZ par TSC-22 décrite dans 

les LT.  

Le TGF- et l’IL-10, qui sont des inducteurs de l’expression de GILZ et/ou de TSC-22, 

participent également à l’orientation des LT en LT régulateurs ou LT mémoires. Il serait 

donc intéressant d’évaluer si ces protéines sont majoritairement exprimées dans une 

sous-classe de LT et si GILZ et/ou TSC-22 participent à la plasticité cellulaire des LT. 

 

Les GC, souvent utilisés dans le traitement des maladies anti-inflammatoires, possèdent 

de nombreux effets secondaires. Leur puissant mécanisme d’action repose non 
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seulement sur l’inhibition de NF-B ou AP-1 par une interaction physique de ces 

facteurs de transcription avec le GR activé, mais aussi sur l’induction de gènes cibles tels 

que gilz permettant d’amplifier ou même de relayer le signal anti-inflammatoire. Ainsi, 

GILZ été décrit comme un puissant anti-inflammatoire dans des modèles murins de 

sclérose en plaques ou de polyarthrite rhumatoïde. L’administration ou la régulation de 

GILZ pourrait donc être envisagée dans le traitement de ces maladies inflammatoires, 

permettant alors de s’affranchir des effets délétères des GC. TSC-22, quant à lui, voit son 

expression régulée négativement dans de nombreuses tumeurs et pourrait donc être 

utilisé comme un marqueur de la tumorigenèse. La multiplicité des fonctions des 

protéines TSC-22D en fait donc des acteurs majeurs à ne pas négliger dans la 

compréhension des mécanismes impliqués dans les pathologies inflammatoires et la 

tumorigenèse, ainsi que leurs traitements.  

 

SUMMARY 

TSC-22D proteins: new regulators of cell homeostasis? 

The protein GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) has been recently identified as 

a mediator of the anti-inflammatory effects of glucocorticoids, and is today presented as 

a major regulator of inflammation. The protein TSC-22 (TGF--stimulated clone-22) is 

described as an apoptosis modulator and as a new tumor suppressor gene. GILZ and 

TSC-22, characterized by the presence of a leucine zipper domain and a TSC-box, belong 

to the family of TSC-22D (TSC-22 domain) proteins. This family comprises today 18 

members described in the literature. Functions of these proteins suggest that this family 

plays a major role in cell homeostasis and in the regulation of the immune system.  

 

LIENS D’INTÉRÊT 

Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérêt concernant les données publiées dans cet 

article.



Annexe 1 

300 
 

TABLEAU I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gènes Protéines Taille (nucléotides) Taille (acides aminés) Chromosome et locus Références 

tsc-22d1 

TSC-22D1-1 
4581 (s) 

4820* (h) 

1057/1056* (s) 

1073 (h) 

Chr 14 locus D3 (s) 

 

Chr 13 locus q14 (h) 

[3] 

TSC-22D1-2 ou TSC-22 
1670/1762* (s) 

1749* (h) 

143 (s) 

144 (h) 
[2] 

TSC-22D1-3 ND 742 (h) [5] 

TSC-22D1-4 ND 585 (h) [5] 

tsc-22d2 

TSC-22D2-1 

TSC-22D2-2 

TSC-22D2-3 

TSC-22D2-4 

TSC-22D2-5/TSC-22D2-1**(h) 

TSC-22D2-6 

TSC-22D2-7 

2002 (s) 

2229 (s) 

1364 (s) 

ND 

4839* (h) 

ND 

ND 

167 (s) 

ND 

ND 

ND 

780 (h) 

124 (h) 

87 (h) 

Chr 3 locus D (s) 

 

Chr 3 locus q25.1 (h) 

[3, 5] 

tsc-22d3 

TSC-22D3-1 ou GILZ2***  
1377/1552* (s) 

2266* (h) 

201 (s) 

200 (h) 

 

Chr X locus F1 (s) 

 

Chr X locus q22.3 (h) 

 

[3, 5, 6] 

TSC-22D3-2 ou GILZ 

ou TSC-22D3-1**ou GILZ1*** 

1972 (s) 

2027* (h) 

137 (s)   

134 (h) 
[1, 6] 

TSC-22D3-3 ou GILZ3*** ORF : 132 (s) 43 (s) [6] 

TSC-22D3-4 ou GILZ4*** ORF : 243 (s) 80 (s) [6] 

L-GILZ ORF : 705 (s) 234 (s) [4] 

tsc-22d4 

TSC-22D4-1 ou THG-1 
2672/3983* (s)  

2383* (h) 

387 (s) 

395 (h) 

Chr 5 locus G1 (s) 

 

Chr 7 locus p21-15 (h) 

[7] 

TSC-22D4-2 ND 310 (h) [5] 

TSC-22D4-3 ND 195 (h) [5] 
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TABLEAU II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gènes Protéines Types cellulaires Inducteurs Fonctions Références 

tsc-22d1 

TSC-22D1-1 
Cellules rénales (s) 

Fibroblastes, mélanocytes (h) 
ND ND [3, 6] 

TSC-22D1-2 ou TSC-22 

Cellules hématopoïétiques (s, h) 

Ostéoblastes (s) 

Cellules rénales (s) 

Fibroblastes, mélanocytes (h) 

Glucocorticoïdes 

TGF- 

Ras/Raf activé 

Pro-apoptotique 

Antiprolifératif 
[2, 26] 

TSC-22D1-3 ND ND ND [5] 

TSC-22D1-4 ND ND ND [5] 

tsc-22d2 

TSC-22D2-1 

TSC-22D2-2 

TSC-22D2-3 

TSC-22D2-4 

Cellules rénales (s) 
Aldostérone 

Hyperosmolarité 

Tolérance au stress hyperosmotique :  

TSC-22D2-4 
[3] 

TSC-22D2-5/TSC-22D2-1** 

TSC-22D2-6 

TSC-22D2-7 

ND ND ND [5] 

tsc-22d3 

TSC-22D3-1 ou GILZ2** * Cellules rénales (s) Aldostérone Interagit avec Raf [6] 

TSC-22D3-2 ou GILZ 

ou TSC-22D3-1** ou GILZ 1*** 

Cellules hématopoïétiques (s, h) 

Cellules rénales (s) 

Myoblastes (s) 

Cellules épithéliales bronchiques (h) 

Cellules souches mésenchymateuses (s) 

Glucocorticoïdes 

TGF- -10/IL-4/IL-13 

Déprivation en IL-2 

Aldostérone, oestrogènes 

Hypoxie 

Antiprolifératif 

Anti-inflammatoire, immunosuppresseur 

Régulateur de l’apoptose 

Inhibiteur de la myogenèse 

Régulateur de la spermatogenèse et du transport du Na+ 

[1, 3, 4, 8, 23, 24, 
35, 37] 

TSC-22D3-3 ou GILZ3 *** Cellules rénales (s) Aldostérone Antiprolifératif [6] 

TSC-22D3-4 ou GILZ4 *** Cellules rénales (s) Aldostérone Inhibiteur de l’activité de NF-kB [6] 

L-GILZ 
Myoblastes (s) 

Spermatocytes (s) 
Glucocorticoïdes 

Inhibiteur de la myogenèse 

Régulateur de la spermatogenèse 
[4, 37] 

tsc-22d4 

TSC-22D4-1 ou THG-1 
Cellules rénales (s), neurones primaires (s), 

fibroblastes, mélanocytes (h) 

Hyperosmolarité 

Déprivation K+ 

Organogenèse de l’hypophyse (s) 

Pro-apoptotique 
[5] 

TSC-22D4-2 

TSC-22D4-3 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 
[5] 
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LEGENDE DES TABLEAUX ET FIGURES 

Tableau I. Protéines de la famille TSC-22D identifiées chez la souris et chez 

l’homme. Sont indiqués les différents gènes de la famille TSC-22D, les transcrits, les 

protéines (les plus étudiées en gras), ainsi que la taille des ARNm et des protéines. ND : 

non déterminé ; ORF : open reading frame ; s : souris ; h : homme. * Données répertoriées 

dans Ensembl ; ** numérotation des isoformes différente dans Ensembl ; 

*** numérotation des isoformes différente d’après Soundararajan et al. [6]. 

 

Tableau II. Expression et fonctions des protéines de la famille TSC-22D. Sont 

indiqués les différents transcrits, les protéines (les plus étudiées en gras), les types 

cellulaires dans lesquels ces protéines sont exprimées, les inducteurs et les fonctions 

décrites pour ces protéines. ND : non déterminé ; s : souris, h : homme. 

 

Figure 1. Schématisation des protéines GILZ, TSC-22 et THG-1, et de leurs 

principales interactions. A. Séquences des protéines humaines (hu) de GILZ, TCS-22 et 

THG-1. Le domaine leucine zipper (LZ), le domaine TSC-box, la région riche en proline 

(Pro) et la séquence NES (nuclear export signal) potentielle sont encadrés en couleurs. B. 

Principales interactions décrites des protéines TSC-22D. Les doubles flèches 

représentent une dimérisation. AP-1 : activator protein-1 ; p65 : sous-unité p65 de 

NF-B.  

 

Figure 2. Représentation des mécanismes mis en jeu par GILZ et TSC-22 pour 

réguler l’apoptose des lymphocytes T. GILZ inhibe l’activité des facteurs de 

transcription NF-B et AP-1, réduisant ainsi l’expression de l’IL-2 et de la chaîne  de 

son récepteur, CD25, ainsi que l’expression de FasL, le ligand du récepteur de mort Fas : 

cela conduit à une diminution de l’AICD (activation-induced cell death) [8, 12]. GILZ 

inhibe également l’activité du facteur de transcription FOXO3 (forkhead box class O3), 

responsable de l’expression de la protéine pro-apoptotique BIM, résultant ainsi en une 

diminution de l’apoptose induite par la déprivation en IL-2 [24]. TSC-22 inhibe 

l’expression de GILZ induite par la déprivation en IL-2, conduisant alors à une 

augmentation de l’expression de BIM et, donc, de l’apoptose par déprivation en facteur 

de croissance (A Pépin et al., résultats non publiés). 
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Figure 3. GILZ régule l’inflammation en inhibant l’activité du facteur de 

transcription NF-B. Les molécules dont l’expression est régulée par GILZ et les cellules 

dans lesquelles GILZ exerce son activité sont schématisées. Les cellules 

hématopoïétiques sont représentées en rose et les cellules des tissus en jaune. GILZ 

inhibe l’activité de NF-B dans les lymphocytes T [34], ce qui conduit à une inhibition de 

l’expression des cytokines IL-12 et IFN-. Dans les cellules dendritiques, l’inhibition de 

l’expression de MIP1 et de RANTES par GILZ conduit à une induction de la 

différenciation des lymphocytes T en lymphocytes T régulateurs, caractérisés par 

l’expression de FOXP3 et de CD25 [35]. GILZ inhibe également l’expression des 

molécules de surface CD80 et CD86, et des chimiokines MIP1 et RANTES par les 

monocytes/macrophages [18, 20]. GILZ régule aussi l’inflammation dans un modèle 

murin de polyarthrite rhumatoïde en inhibant la sécrétion des cytokines IL-1, IL-6 et 

TNF- par les macrophages, et in vitro la production des cytokines IL-6 et IL-8 par les 

synoviocytes [22, 33].  
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Synonyms 

TSC-22D3 (TSC22 domain protein family 3) 

Definition 

GILZ (Glucocorticoid-induced leucine zipper) belongs to the TSC-22D (Transforming Growth 

Factor-β Stimulating Clone 22 Domain) family of proteins, along with TSC-22 and THG-1 (TSC-

22 Homologous Gene-1). In 1997, GILZ was identified as a glucocorticoid-responsive gene 

and appears as a potent actor of glucocorticoids immuno-modulatory and anti-inflammatory 

effects, mainly through interference with key signal transduction pathways such as nuclear 

factor-kappa B (NF-B) or activated protein-1 (AP-1). More recently, GILZ was proposed as 

an endogenous anti-inflammatory mediator in humans (Beaulieu and Morand, 2011). 

Structure and functions 

TSC-22D family and GILZ isoforms 

In mammalian cells, TSC-22D proteins derive from the alternative splicing of four genes, tsc-

22d1 to tsc-22d4, located on different chromosomes. TSC-22 orthologs 

Bun/DIP/shortsighted have been described in Drosophila, demonstrating that these proteins 

are highly conserved during evolution. The human GILZ protein, encoded by the tsc-22d3 

gene located on the X chromosome, is composed of 134 amino-acids (137 in mice), and 

displays 78% homology with TSC-22 in the coding region. Based on the presence of two 

initiation transcription sites in the promoter, the tsc-22d3 gene encodes different isoforms 

(tsc-22d3-1, d3-2, d3-3 and d3-4) identified in murine kidney epithelial cells (Soundararajan 

et al., 2007), and a larger transcript named Long-GILZ (or L-GILZ) first described in murine 

skeletal muscle tissue and in C2C12 myoblasts (Bruscoli et al., 2012). The canonical and most 

studied isoform is tsc-22d3-2 or GILZ 1 (commonly termed GILZ in most publications). All 

these isoforms (designated according to the Soundarajan proposed nomenclature) are 

presented in table I. TSC-22 and THG-1, which, along with GILZ, are the most described 
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members of the TSC-22D family, are also included in the table to provide an overview of the 

main characteristics of the different members of this family. 

Table I. TSC-22D isoforms. ENaC : epithelial sodium channel. GC : glucocorticoids. m : murine, h : human. 

Isoforms Protein 
name 

Cell types Stimuli Functions 

TSC-22D3-1 GILZ 2 Kidney epithelial cells (m) Aldosterone c-Raf interaction 
Stimulation of 
ENaC surface 

expression 

TSC-22D3-2 GILZ (GILZ 1) Hematopoietic cells (m, h) 
Renal cells (m) 
Myoblasts (m) 

Bronchial epithelial cells (h) 
Mesenchymal stem cells 

(m) 

GC 

TGF- 
IL-10/IL-4/IL-13 
IL-2 deprivation 

Aldosterone 
Estrogens 
Hypoxia 
Ethanol 

Inhibition of 
proliferation 

Anti-
inflammatory 
Regulation of 

apoptosis 
Stimulation of 
ENaC activity 

TSC-22D3-3 GILZ 3 Kidney epithelial cells (m) mineralocorticoids Stimulation of 
ENaC surface 

expression 

TSC-22D3-4 GILZ 4 Kidney epithelial cells (m) mineralocorticoids NF-kB inhibition 
Inhibition of 
proliferation 

L-GILZ Long-GILZ Myoblasts (m) 
Spermatocytes (m) 

GC Inhibition of 
myogenic 

differenciation 

Spermatogenesis 
control 

TSC-22D1-2 TSC-22 Hematopoietic cells (m, h) 
Osteoblasts (m) 

Kidney epithelial cells (m) 
Fibroblasts (h) 

 

GC 

TGF- 
 

Potential tumor 
suppressor gene 

Pro-apoptotic 
Inhibition of 
proliferation 

TSC-22D4-1 THG-1 
(THG-1pit) 

kidney cells (m) 
Cerebellar granule neurons 
and mature Purkinje cells 

(m) 
Fibroblasts (h) 

Hyperosmolarity 
K+ deprivation 

Pituitary 
development 
Pro-apoptotic 

 

Regulation of GILZ expression 

Many of the stimuli described so far to induce GILZ expression are anti-inflammatory signals. 

Indeed, the most potent and described GILZ inducers to date are glucocorticoids (GC) in 

haematopoietic cells (T-lymphocytes, monocytes and macrophages, mast cells, NK cells), as 

well as mesenchymal cells, epithelial cells and kidney cells (Ayroldi and Riccardi, 2009). 
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Moreover, IL-10, an anti-inflammatory cytokine, induces GILZ in macrophages, dendritic cell 

and mastocytes (Godot et al., 2006) and TGF- up-regulates GILZ expression in dendritic cells 

(Cohen et al., 2006). 

The GILZ promoter has been characterized in our laboratory and is represented in figure 1 

(Asselin-Labat et al., 2004). In particular, it comprises 6 GC-responsive elements (GREs) and 3 

Forkhead responsive elements (FHREs) found to cooperate in different cell types. 

Interruption of the PI3K/Akt pathway following growth factors deprivation or using 

pharmacological inhibitors results in dephosphorylation of FOXO proteins leading to their 

translocation to the nucleus and transcription of target genes. In CTLL-2 T-lymphocytes, 

FOXO3 (Forkhead box class O3) binding to the FHREs is necessary for induction of gilz 

expression upon IL-2 withdrawal (Asselin-Labat et al., 2004). Promoter deletion analysis and 

point mutations showed that FHRE-1 and FHRE-3 elements contribute to the effects of GCs 

(Asselin-Labat et al., 2005). In lung epithelial cells, induction of GILZ by ethanol was shown to 

be dose-dependent and to involve the glucocorticoid receptor (GR). It could be due to the 

inhibition of PI3K-AKT pathway (Gomez et al., 2010). This cooperation between activated GR 

and inhibitors of the PI3K signalling pathway was also documented in multiple myeloma cells 

(Grugan et al., 2008) as well as in normal human lung fibroblasts (Jia et al., 2013). 

Remarkably, annexin A1, induced by GC and with an established role in the resolution of 

inflammation, contributes to GILZ induction by GC in macrophages (Yang et al., 2009) and 

lung fibroblasts (Jia et al., 2013). The mechanism of this contribution remains unknown but 

again a downregulation of PI3K/AKT pathway could be involved (Jia et al., 2013). 

A cyclic AMP response element binding protein (CREB) binding site present in the -104 to -69 

region allows indirect binding of estrogen receptor (ER) to the gilz promoter. Depending on 

the cell type, estrogens induce or suppress GILZ expression (Tynan et al., 2004). In 

mammalian kidney epithelial cells, aldosterone was also identified as a potent GILZ inducer 

acting through the mineralocorticoid receptor (Soundararajan et al., 2005). 

The mechanisms regulating GILZ expression throughout inflammatory processes are not 

completely understood but interesting new concepts are proposed. Up to now, it was 

admitted that GILZ expression was repressed by inflammatory and/or infectious stimuli. 

Indeed, GILZ is down-regulated by cytokines such as IL-1, TNF-, INF, IGF-1, IL-2 or IL-6 

(Eddleston et al., 2007). Moreover, IL-6 abrogates GILZ induction in multiple myeloma cells 

(Grugan et al., 2008). In human alveolar macrophages, activation of all TLR (except TLR3) 

down-regulates GILZ expression in a MyD88-dependent pathway through a destabilization of 

gilz mRNA in the 3’ untranslated region (Hoppstadter et al., 2012). By contrast, the fungal 

protease of Aspergillus oryzae (ASP) has recently been shown to induce GILZ expression in 

dendritic cells (Zimmer et al., 2011). Interestingly, ASP treatment induces GILZ independently 

of glucocorticoid receptor engagement and leads to NF-B p65 degradation. In epithelial 

cells, the bacterial toxin YopT was shown to cleave the membrane-bound Rho GTPases and 

to induce GILZ expression. YopT and toxin B increase the transactivation of the GILZ 
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promoter through the binding of upstream stimulatory factor (USF) on a canonical c-Myc 

binding site (E-Box) (Koberle et al., 2012). Recently, hypoxia has been shown to enhance GILZ 

expression as well as GC-induced GILZ expression in macrophages through a mechanism 

involving the ERK pathway (Wang et al., 2012). Finally, in 2010, Eric Morand and 

collaborators proposed GILZ as an endogenous inhibitor of chronic inflammation present in 

the inflammatory joints of mice with collagen-induced arthritis (CIA) and of active 

rheumatoid arthritis patients even in absence of exogenous corticotherapy (Beaulieu et al., 

2010). Altogether, these results suggest a more complex pattern where GILZ expression 

could be regulated by endogenous cortisol and/or inflammatory stimuli, in addition to the 

previously described anti-inflammatory signals. 

Functional domains of GILZ and interactions with signal transduction pathways 

The 17 Kda GILZ protein contains three major domains: the N-terminal domain, the highly 

conserved TSC-22 domain and the C-terminal proline-rich region (figure 2). 

The highly homologous proteins of the TSC-22D family contain a highly conserved domain, 

the TSC-22 domain, which is composed of the TSC-box and the Leucine Zipper domain, 

allowing them to homo- or hetero-dimerize with other TSC-22D proteins (figure 2). The 

mutation of the four leucine residues at position 76, 83, 90 and 97 in the LZ domain impedes 

the dimerization of GILZ (Ayroldi and Riccardi, 2009). Our team demonstrated the 

cytoplasmic localization of GILZ in HL-60 and CTLL-2 hematopoietic cells and identified a NES 

(Nuclear Export Signal) sequence in its N-terminal region, but its functionality has not been 

formally demonstrated (Latre de Late et al., 2010). In most cells, GILZ was evidenced in the 

cytoplasm, and this subcellular compartmentalization often appeared as a necessary 

prerequisite for its functional interactions. Surprisingly, despite the lack of any nuclear 

localization signal (NLS) and any known DNA binding domain (DBD), GILZ directly binds to 

PPAR promoter in adipocytes and inhibits adipogenesis (Shi et al., 2003). Similarly, in 

myoblasts, GILZ inhibits myogenesis by interacting with the nuclear Histone deacetylase 1 

(HDAC1) protein  and with MyoD (Bruscoli et al., 2010).  

The main functions associated with GILZ domains to date are operating through protein-

protein interactions. Indeed, GILZ binds to various transcription factors, thereby inhibiting 

their activity. A proline-rich segment in the C-terminal domain of GILZ binds to the p65 

subunit of NF-B (figure 2), a transcription factor central to the inflammatory processes 

(Ayroldi and Riccardi, 2009). The N-terminal domain of GILZ interacts with the c-Fos and c-

Jun subunits of the AP-1 transcription factor (figure 2). GILZ interacts with the small G 

protein Ras through its TSC-box, and with the c-Raf kinase via its N-terminal domain to form 

a ternary complex in COS-7 cells (Ayroldi and Riccardi, 2009), thereby modulating cell 

proliferation and inhibiting Ras-induced NIH-3T3 transformation. Interestingly, GILZ deficient 

mice were recently generated and displayed an unexpected phenotype. This KO model 

revealed that, although male mice were viable, they were infertile due to complete loss of 

whole germ cell lineage within few weeks after birth (Bruscoli et al., 2012; Suarez et al., 
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2012), highlighting an unknown function of GILZ in the control of spermatogenesis. In 

accordance with the previously described in vitro molecular interactions, Ras hyperactivation 

has been observed in spermatogonia of GILZ KO mice, resulting in the phosphorylation of 

ERK and AKT and aberrant cell differentiations and divisions (Bruscoli et al., 2012).  

GILZ has a pivotal role in controlling cell survival and apoptosis. GILZ inhibits Activation-

Induced Cell Death (AICD) in 3D0 hybridoma T-cells and down-regulates Fas ligand 

transcription in Jurkat T-lymphocytes (Ayroldi and Riccardi, 2009). Moreover, we 

demonstrated that, in human and murine T-lymphocytes, IL-2 deprivation induces GILZ 

expression through FOXO3 transcriptional activation preventing IL-2 deprivation mediated 

apoptosis through BIM pro-apoptotic protein down-regulation (Asselin-Labat et al., 2004). 

GILZ promotes the cytoplasmic relocalization of FOXO3 protein through an original Crm1-

dependent nuclear export mechanism (Latre de Late et al., 2010). On the contrary, GILZ 

induces apoptosis in some cell types such as thymocytes, involving a down-regulation of 

Bcl-xL expression (Ayroldi and Riccardi, 2009) and caspase-8 and -3 activations. Altogether, 

these results emphasize the observation that GILZ regulations and functions are particularly 

dependent on the cell types analyzed. 

GILZ regulates signal transduction pathways central to immunomodulation and 

inflammation. In macrophages, GILZ prevents the expression of inflammatory cytokines, 

chemokines, and co-stimulatory molecules in response to LPS (Berrebi et al., 2003; Cohen et 

al., 2006). Moreover, in human airway epithelial cells, GILZ significantly decreases NF-B 

activation driven by inflammatory mediators and inhibits IL-1β-induced IL-8 production 

(Eddleston et al., 2007). GILZ was also shown to inhibit inflammatory cytokine-induced COX-

2 mRNA and protein expressions in bone marrow mesenchymal stem cells (Yang et al., 

2008). An important work conducted by Dominique Emilie and collaborators showed that 

GILZ expression in dendritic cells (DC) prevents expression of TLR-2 and CD80, CD83 and 

CD86 and induces expression of B7-H1/CD274 and ILT3/CD85k tolerogen molecules. GILZ-

expressing DC also produce more IL-10, and these GILZ-DC are identified as tolerogenic DCs 

(Cohen et al., 2006). Indeed, these cells direct T-regulatory cells differentiation, 

characterized by FOXP3 and CD25 expression, and diminished antigen specific T-cells 

proliferation (Hamdi et al., 2007). Interestingly, GILZ induction by Aspergillus oryzae 

proteases was associated with a new phenotype of tolerogenic human dendritic cells 

(Zimmer et al., 2011). 

 

 

Pathological relevance in inflammation 

In some inflammatory animal models, a crucial role of GILZ has been highlighted. Inhibition 

of colitis development was observed in vivo upon TAT-GILZ fusion protein administration in 



Annexe 2 

318 
 

IL-10 KO mice treated with dinitrobenzene sulfonic acid (Ayroldi and Riccardi, 2009), 

demonstrating for the first time in vivo that GILZ could present a therapeutic potential and 

share the anti-inflammatory effects of GC. In GILZ transgenic mice, in which GILZ is 

selectively overexpressed in T-lymphocytes, an inhibition of inflammation and tissue damage 

in spinal cord injury was evidenced compared to control wild-type littermates (Esposito et 

al., 2011), suggesting that mice overexpressing GILZ in T-lymphocytes are less sensitive to 

inflammatory disease. In the murine Collagen-Induced Arthritis (CIA) model, invalidation of 

GILZ exacerbates inflammatory profile and abolishes GC effects (Beaulieu et al., 2010). In 

humans, few observations have been made so far to investigate the role of GILZ in 

inflammatory disorders. In chronic rhinosinusitis, it was proposed that GILZ down-regulated 

expression in patients could contribute to the persistence of inflammation of sinonasal 

mucosa (Zhang et al., 2009). GILZ expression was assessed in the livers of alcoholic patients 

suffering or not from alcoholic hepatitis. mRNA levels of GILZ were lower in AH patients and 

it was proposed that this down-regulation may contribute to liver inflammation (Hamdi et 

al., 2007). As described above, in active rheumatoid arthritis patients, GILZ was detected in 

the synovial tissue sections as well as in synovial fibroblasts isolated from joints with active 

disease (Beaulieu et al., 2010), leading to the novel and attractive hypothesis that GILZ could 

behave as an endogenous anti-inflammatory mediator (Beaulieu and Morand, 2011).  

As detailed above, in the current state of knowledge, the molecular anti-inflammatory 

effects of GILZ seem to largely rely on NF-B interaction and inhibition. As a proof of 

concept, an immunoregulatory peptide, termed “GILZ-P”, was designed based on in silico 

structure prediction for its binding to p65. This peptide impedes the nuclear translocation of 

NF-B. When administered on the day of disease induction, it efficiently protected mice in 

an in vivo model of experimental autoimmune encephalomyelitis (Srinivasan and 

Janardhanam, 2011). This interesting work, by providing a new tool for a targeted inhibition 

of NF-B, paves the way for innovative strategies to control inflammation with GILZ. 

Interactions with other processes and drugs 

Glucocorticoids are the most effective anti-inflammatory drugs broadly used for decades in 

the treatment of many acute and chronic inflammatory diseases despite side effects. Their 

mechanism of action relies both on transcription of target genes - through DNA binding of 

GR homodimers on GREs - and transrepression - through interaction of GR with many signal 

transduction pathways such as NF-B, AP-1 or STAT - switching off the transcription of many 

inflammatory cytokines, chemokines, enzymes or adhesion molecules. If transcriptional 

regulation by the GR is essential for survival, transrepression was initially presented as 

necessary and sufficient for the anti-inflammatory effects of GC to occur (Reichardt et al., 

1998). But this dogma was recently questioned (Vandevyver et al., 2013). Indeed, to fully 

understand the mechanism of action of GC in its complexity and chronology, some target 

genes appear to play a key role, amplifying in potency and time the transrepressional control 

of inflammation (figure 3). Indeed, the GR induces the expression of the NF-B repressor 
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IKB, upregulates transcription of the endogenous mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

inhibitor, MAPK phosphatase-1 (MKP1), and participates to the induction of the annexin-A1 

gene, a key event in the resolution of the inflammatory process by GCs. More recently, GC 

were described to highly induce the expression of GILZ which appears, as demonstrated in 

this chapter, as a potent mediator of their anti-inflammatory effects. Surprisingly, in 

macrophages (Yang et al., 2009) and lung fibroblasts (Jia et al., 2013), annexin-A1 

participates in the transcriptional regulation of GILZ by GC (figure 3). To close the loop, GILZ, 

as described above, physically interacts and represses NF-B and AP-1. As shown in figure 3, 

a complex network can be designed, with GC as a central point, resulting in powerful and 

extended inhibition of pro-inflammatory signal transduction pathways. We can speculate 

that the partners of this network fully cooperate, and that invalidation of one partner may 

be compensated by the others. In support of this theory, GC anti-inflammatory effects were 

conserved in GILZ KO mice whereas overexpression of GILZ mimicked GC effects in a model 

of rheumatoid arthritis (Ngo et al., 2013). 

 

Figures legends 

Figure 1. Schematic representation of the human gilz promoter from (Asselin-Labat et al., 

2004). 

Figure 2. Schematic structure of the GILZ protein. NES: nuclear export signal, LZ : leucine 

zipper, Pro : proline-rich region, aa : aminoacids. 

Figure 3. Complex network of inhibition of pro-inflammatory signal transduction pathways 

by glucocorticoids (GC) and GC target genes. 
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SYNOPSIS 
 

TSC-22 (Transforming growth factor-β Stimulated Clone 22) has been described as a pro-
apoptotic protein. TSC-22 belongs to the TSC-22D (TSC-22 Domain) family of proteins which 
includes GILZ (Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper). We previously showed that, in 
T-lymphocytes, GILZ expression is induced upon IL-2 deprivation allowing cells to delay apoptosis 
through down-regulation of pro-apoptotic BIM expression. The aim of this work was to elucidate the 
respective roles of GILZ and TSC-22 during IL-2 deprivation-induced T-lymphocytes apoptosis. We 
demonstrated that TSC-22 expression in the murine lymphoid CTLL-2 cell line promoted IL-2 
deprivation-induced apoptosis. BIM expression and caspases-9 and -3 activities were increased upon 
IL-2 deprivation in TSC-22 expressing clones compared to control clones. Analysis of GILZ 
expression revealed that TSC-22 decreased the induction of GILZ protein upon IL-2 deprivation, by 
reducing gilz mRNA transcription without modifying its half-life. Moreover, TSC-22-induced 
inhibition of GILZ expression was also found in CTLL-2 cells treated with glucocorticoids or 
TGF−β and in the human NKL cell line deprived of IL-2.  

These results suggest that TSC-22 is a potent repressor of GILZ expression in IL-2-dependent 
cell lines, leading to an increase of IL-2-deprived T-cells apoptosis.  
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ABBREVIATIONS 
 
GILZ (Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper) 
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INTRODUCTION 

The TSC-22D (Transforming-growth factor beta-Stimulated Clone 22 Domain) family 
comprises proteins whose expression is regulated by four different genes (tsc-22d1 to tsc-22d4) [1]. 
TSC-22D proteins also present several isoforms corresponding to splice variants (for example, 
TSC-22D1-1 and TSC-22D1-2 for the tsc-22d1 gene) [1, 2]. TSC-22D proteins share two highly 
conserved domains, a TSC-box and a leucine zipper domain, allowing them to interact through homo-
dimerization or hetero-dimerization [1, 3, 4]. However, TSC-22D proteins do not bind to specific 
DNA sequences [4]. The most studied proteins in this family are TSC-22D1-2 termed TSC-22 and 
TSC-22D3-2, also named GILZ (Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper). 
  

The TSC-22 protein was first isolated from murine osteoblastic cells treated with TGF−β [5]. 
TSC-22 expression can be induced by hormones (dihydrotestosterone, glucocorticoids and Follicle-
Stimulating Hormone), cytokines (Interleukin-1β, IL-1β ; Tumor Necrosis Factor-α ,TNF-α, and 
Interferon-γ, IFN-γ), growth factors like Epidermal Growth Factor (EGF) or Fibroblast Growth Factor 
(FGF), as well as by chemicals (Phorbol Myristate Acetate, PMA ; Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor γ agonist) [5-8]. Conversely, TSC-22 expression is down-regulated in several cancer cell 
lines [9, 10]. Yu et al. recently demonstrated that the lack of TSC-22 expression in T-lymphoma and 
NK LGL leukemic cells was due to its promoter methylation [10]. Recent reports suggested that 
TSC-22 played a role as an apoptosis inducer in different cell types [11, 12]. Indeed, Ohta et al. and 
Lee et al. showed that TSC-22 induced apoptosis of human gastric and ovarian carcinoma cells [11, 
12]. In SKOV-3 cells, apoptosis was inhibited by TSC-22 degradation due to the interaction between 
TSC-22 and the anti-apoptotic protein Fortilin [11]. Moreover, Hino et al. and Uchida et al. found that 
TSC-22 increased apoptosis upon radio- or chemotherapeutic treatment in a human salivary gland 
cancer cell line [13, 14].  

 
GILZ was first identified in murine thymocytes as a dexamethasone-inducible protein and was 

shown to be mainly expressed in hematopoietic cells, such as thymocytes, T-cells, B-cells, mastocytes, 
macrophages, monocytes and dendritic cells (DC) [15, 16]. Cytokines, such as IL-10 or TGF-β, and 
glucocorticoids up-regulate GILZ expression in macrophages, DCs and T-lymphocytes [17-19]. GILZ 
has also been described as a potent anti-inflammatory protein, down-regulating inflammatory 
chemokines and cytokines production in macrophages [18, 20, 21].  

In the hematopoietic system, GILZ has been demonstrated to protect cells from apoptosis 
induced by various stimuli. Apoptosis of T-lymphocytes is a crucial event regulating adaptative 
immune responses. T-lymphocytes death can be induced by two major mechanisms: Activation-
Induced Cell Death (AICD) or apoptosis upon cytokine withdrawal. AICD is due to the restimulation 
of the T-Cell Receptor (TCR) and is dependent on the Fas/Fas Ligand system. GILZ expression 
protects thymic hybridoma cells from AICD and also down-regulates Fas/FasL expression [16].  
Growth factor withdrawal induces the dephosphorylation of the PKB/Akt kinase, leading to FOXO3 
activation and transcription of its target genes, such as p27, puma and bim [22-25]. BIM (Bcl-2 
Interacting Mediator of cell death) and PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis) are BH3-
only molecules with pro-apoptotic activities belonging to the Bcl-2 family [26, 27]. Up-regulation of 
BIM expression alters the interactions between pro and anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family, 
within the mitochondrial membrane, leading to the release of pro-apoptotic mitochondrial constituents, 
caspases activation and apoptotic cell death [27]. Up-regulation of GILZ expression upon IL-2 
deprivation delays apoptosis of T-lymphocytes, due to the inhibition of BIM expression and the down-
regulation of FOXO3 (Forkhead box class O3) transcriptional activity [28]. In this case, GILZ 
inhibitory effect was due to FOXO3 relocalization in the cytoplasm [24]. However, GILZ has also 
been shown to favor apoptosis of murine thymocytes and T-lymphocytes through down-regulation of 
Bcl-XL expression [29]. 

 
The objective of this work was to understand how proteins of the TSC-22D family can 

modulate T-lymphocytes apoptosis upon cytokine withdrawal. We found that TSC-22 increased 
murine CTLL-2 lymphocytes apoptosis after IL-2 deprivation. Increase of BIM expression and 
activation of caspases cleavage were observed, suggesting that TSC-22 induced apoptosis through the 
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mitochondrial pathway. Moreover, we observed that GILZ protein expression, which is induced in 
control cells, was inhibited in TSC-22 expressing cells upon IL-2 deprivation. gilz mRNA was also 
altered in IL-2-deprived cells in the presence of TSC-22, suggesting a transcriptional regulation of its 
expression.   
The inhibition of GILZ expression by TSC-22 was also found in the NKL cell line upon IL-2 
withdrawal and in CTLL-2 cells treated with glucocorticoids or TGF-β, showing that the effect of 
TSC-22 on GILZ expression was not cell line-dependent or dependent on the stimulus of GILZ 
expression. Altogether, our results suggest that TSC-22 is pro-apoptotic in IL-2-deprived 
T-lymphocytes, through inhibition of GILZ expression.    
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EXPERIMENTAL 

 

Chemicals and reagents 

Recombinant human IL-2 was from Abcys (Paris, France). G418 sulfate was purchased from Fisher 
Scientific (Illkirch, France). QVD-OPH was from Biovision (Mountain View, USA). Dexamethasone, 
staurosporine and actinomycin D were purchased from Sigma Aldrich (St Louis, USA). Recombinant 
human TGF-β was from R&D Systems (Minneapolis, USA). 

Cell lines 

CTLL-2, an IL-2 dependent murine cytotoxic T-cell line, was cultured in RPMI-1640 medium, 
containing 0.1 mg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin, 1 % sodium pyruvate, (Fisher Scientific), 10 
% fetal calf serum (Abcys), and supplemented with 50 µM beta-mercaptoethanol (Sigma Aldrich), and 
2 ng/ml recombinant human IL-2. The human NKL cell line, a cell line established from a patient with 
natural killer (NK) cell leukemia [30], was cultured in complete RPMI-1640 medium, and 7.5 ng/ml 
recombinant human IL-2.    
 
Plasmid constructs and transfections 

pcDNA3-Myc, pcDNA3-Myc-GILZ constructs were previously described [28]. pcDNA3-HA-TSC-22 
construct was a kind gift from Dr Dubois [7]. CTLL-2 cells were transfected with pcDNA3-Myc, 
pcDNA3-Myc-GILZ, or pcDNA3-HA-TSC-22. Transfections were performed by electroporation 
using the GenePulser Xcell Electroporation System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Ten 
million CTLL-2 cells were electroporated in one 0.2 cm cuvette at 160V, five times (10ms spaced by 
2s). NKL cells were also transfected with pcDNA3-Myc or pcDNA3-HA-TSC-22, using 0.4 cm 
cuvette, at 250V and 900µF.  

Selection of stably transfected cells was initiated 48 hours after electroporation using 1 mg/ml of 
G418. Cells were then cloned by limiting dilution. Clones were selected based on GILZ or TSC-22 
proteins expression. Control (CTRL) clones stably transfected with the pcDNA3-Myc plasmid were 
randomly selected.  

Measurement of apoptosis 

Apoptosis was determined using flow cytometry by quantification of DNA hypodiploidy (subG1 peak) 
as previously described [28], and by quantification of Annexin-V positive cells. Harvested cells were 
incubated with Annexin-V-PE and 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) according to the manufacturer’s 
protocol (BD Biosciences, San Jose, USA). Data acquisition was performed using the Cellquest 
software (BD Biosciences). 

Antibodies and Western-Blot 

CTLL-2 deprived clones and IL-2-deprived NKL clones were harvested at the indicated times, washed 
in PBS and lysed. For BIM, GILZ and TSC-22 immunoblots, cells were lysed in nonidet-P40 lysis 
buffer [28]. The Laemmli buffer was used for caspase-3 and caspase-9 immununoblots [31]. Western-
blots were performed as previously described [28]. The following antibodies were used: anti-BIM (22-
40) from Calbiochem® (Merck, Darmstadt, Germany), anti-beta-Tubulin (T4026, Sigma), anti-
cleaved Caspase-3 (9661, Cell Signaling Technology, Danvers, USA), anti-Caspase-9 (9504, Cell 
Signaling Technology). Polyclonal antibodies against GILZ were previously described [28]. Rabbit 
polyclonal antibodies against TSC-22 were generated by Eurogentec (Seraing, Belgium) according to 
the Speedy program (28-day), using KLH-linked-peptides as immunogens. Densitometric analysis of 
the blots was performed using the Image Lab™ software (Bio-Rad Laboratories). 
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RT-PCR analysis 

mRNA from different human tissues were purchased from Clontech Laboratories (Mountain View, 
USA). First-strand cDNA was synthesized from total RNA extracted in RNAse-free conditions. 
Reverse Transcription (RT) was performed on 2 µg total RNA with oligo(dT) primers (Eurofins MWG 
Operon, Ebersberg Germany) and 2 U AMV Reverse Transcriptase (Promega, Charbonnières-les-
Bains, France) as described previously [28].  
Semi-quantitative Polymerase Chain Reactions (PCR) were performed using 1,25 unit of Taq 
Polymerase (Qbiogene, Illkrich, France) as previously described [28]. Specific primers for murine gilz 
were 5’-ATGGAGGTGGCGGTCTATCA-3’ and 5’-TTACACCGCAGAACCACCAG-3’ and 
primers for murine and human tsc-22 were 5’-ATGAAATCCCAATGGTGTAG-3’ and 
5’-CTATGCGGTTGATCCTGAGC-3’. Murine and human gapdh primers were 
5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ and 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’. PCR products 
were run on agarose gels containing ethidium bromide. Densitometric analysis was performed using 
the Quantity One® software (Bio-Rad Laboratories). 

Real-time PCR analysis 

IL-2-deprived CTLL-2 clones were harvested at different times after deprivation and resuspended in 
Trizol® (Fisher Scientific). Total RNA was isolated according to the manufacturer’s protocol. RT was 
also performed as described above. Real-time PCR was carried out on a CFX-96 instrument (Bio-Rad 
Laboratories) using the LightCycler FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I kit (Roche Diagnostics, 
Meylan, France). Forward and reverse primers were each designed on a different exon of the target 
gene sequence, eliminating the possibility of amplifying genomic DNA. To confirm the specificity of 
the amplification, the PCR product was subjected to a melting curve analysis and agarose gel 
electrophoresis. PCR amplification was performed in duplicate in a total reaction volume of 10 µl. The 
reaction mixture consisted of 5 µl diluted template, 2 µl FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green kit, 
and 0.5 µM forward and reverse primers. After an 8 min activation of Taq polymerase at 95°C, 
amplification was proceeded for 30–45 cycles, each consisting of denaturation at 95°C for 5 s, 
annealing at 60°C for 5 s (or 69°C for gilz), and extension at 72°C for 9 s. Fluorescence measurements 
were recorded during each extension step. An additional step starting from 70 to 95°C (0.1 °C.s-1) was 
performed to establish a melting curve. Specific primers were 5’-GGGATGTGGTTTCCGTTAAA-3’ 
and 5’-TCTTCTCAAGCAGCTCACGA- 3’ for murine gilz, 5’-CGTCCACCCAATGTCTGACT-3’ 
and 5’-CGTATGGAAGCTTGCGGTTC-3’ for murine bim s. For murine bim isoforms, we used 
5’-CGACAGTCTCAGGAGGAACC-3′ as the forward primer and 
5′-CCTTCTCCATACCAGACGGA-3′ as the reverse primer [32]. Murine tbp and murine gapdh were 
used as housekeeping genes. Their primers were respectively 5’-ACTTAGCTGGGAAGCCCAAC-3’ 
and 5’-ACGGACAACTGCGTTGATTTT-3’ and 5’-TGCACCACCAACTGCTTAG-3’ and 5’-
GATGCAGGGATGATGTTC-3’. Results were expressed as relative expression ratios calculated 
using the standard curve method. Fold induction represents the normalized ratio of control or TSC-22 
clones to the mean of relative expression ratios of control clones at the beginning of the experiment.  

Measurement of gilz mRNA half-life  

CTLL-2 clones were deprived of IL-2 for 6 hours. A potent inhibitor of mRNA synthesis, 
Actinomycin D, dissolved in DMSO, was then added to the cells (2.5 µg/ml final concentration). Total 
RNA was extracted and then subjected to RT and real-time PCR as described above, to determine the 
relative quantity of gilz mRNA. Murine gapdh and murine β-actin were used as housekeeping genes. 
β-actin primers were 5’-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3’ and 5’-
CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3’.  Results were expressed as relative expression ratios calculated 
using the standard curve method, and normalized to the relative expression ratio of gilz mRNA at the 
time of addition of actinomycin D (hour 0) for each clone. Linear regressions were drawn for each 
clone and their slope was determined. Half-life of gilz mRNA was then calculated.  
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Statistical analysis 

Experiments were performed at least three times and results were presented as mean ± S.E.M. Mann-
Whitney tests were used to compare pairs of means. Results were considered significant for p < 0.05. 
Statistical analyses were performed with Statistica® (StatSoft, Tulsa, USA).  



8 
 

RESULTS 

Expression of tsc-22 and gilz mRNA in human tissues, and in hematopoietic cells and cell lines. 

TSC-22 and GILZ belong to the same family of proteins and their expression can be regulated by 
common stimuli ie TGF-β or glucocorticoids. This prompted us to examine their mRNA expressions 
in a collection of normal human tissues and in hematopoietic cell lines. mRNA expression was 
measured by RT-PCR using specific primers for gilz, tsc-22 or gapdh. gilz and tsc-22 mRNAs were 
detected in all the tissues tested (Fig. 1). We then analyzed gilz and tsc-22 mRNAs expression in 
hematopoietic cell lines. Results showed that tsc-22 and gilz had similar mRNAs expression profiles 
(Table 1). tsc-22 and gilz were both present in B-cells, in T-cells, in the myeloid U937 cell line, and in 
dendritic cells derived from CD34+ hematopoietic progenitors. Interestingly, gilz and tsc-22 mRNAs 
were expressed in primary T-cells, in D10.G4.1 and Jurkat cell lines, whereas in IL-2-dependent cell 
lines (CTLL-2, NK-L, Kit-225), both gilz and tsc-22 mRNAs were not detected in the presence of the 
cytokine. Upon IL-2 deprivation, gilz mRNA was up-regulated in these cell lines, whereas the mRNA 
for tsc-22 remained undetected (data not shown).   

TSC-22 expression in CTLL-2 clones increased apoptosis upon IL-2 deprivation. 
 
GILZ has been described previously as an inhibitor of CTLL-2 apoptosis upon IL-2 deprivation [28]. 
To evaluate the effect of TSC-22 on IL-2 deprivation-induced apoptosis, we stably transfected 
CTLL-2 cells with expression vectors for tsc-22, gilz or with the control vector. Expression of GILZ or 
TSC-22 in the selected clones is shown in figure 2A. It is important to note that our antibodies directed 
against GILZ and TSC-22 were specific (data not shown). Apoptosis of IL-2-deprived cells was 
measured using two methods: quantification of cells with a hypodiploid DNA content (SubG1) (Fig. 
2B) and quantification of cells with externalized phosphatidylserine (Fig. 2C). The level of apoptosis 
of TSC-22 expressing cells was significantly increased compared to control clones when measuring 
cells in SubG1 (Fig. 2B). As demonstrated before, GILZ over-expression decreased apoptosis of 
IL-2-deprived cells, compared to control clones, as measured using the SubG1 method (Fig. 2B). 
Results were confirmed using quantification of Annexin-V and 7-AAD positive cells showing that 
TSC-22 expression increased the number of apoptotic cells compared to control clones (Fig. 2C).  
 
Apoptosis induced by staurosporine or dexamethasone is not modified by TSC-22 expression in 
CTLL-2 clones. 
 
To determine if the effect of TSC-22 on apoptosis of CTLL-2 clones induced by IL-2 deprivation was 
specific for this stimulus, we treated CTLL-2 clones with dexamethasone or staurosporine. The SubG1 
technique was used to quantify the percentage of apoptotic CTLL-2 clones treated with 
dexamethasone. Apoptosis of TSC-22 clones was not different from apoptosis of control clones (Fig. 
3A). Quantification of apoptotic cells treated with staurosporine was performed using Annexin-V and 
7-AAD staining, because staurosporine caused an increase of the subG2 cell fraction instead of the 
subG1 one (data not shown). Results showed no difference between the number of apoptotic cells in 
TSC-22 clones compared to control clones (Fig. 3B). These results suggested that the TSC-22 pro-
apoptotic effect was specific for IL-2-deprivation apoptosis.    
 
Apoptosis induced by TSC-22 was caspase-dependent and mediated through the mitochondrial 
pathway.  
 
In ovarian carcinoma cells, TSC-22 has been shown to induce apoptosis through activation of 
caspase-3 [11]. Pretreatment of TSC-22 expressing clones and control clones with QVD-OPH, an 
irreversible inhibitor of caspase activity, showed a significant inhibition of apoptosis in both TSC-22 
and control clones (Fig 4A). These results suggested that TSC-22-induced apoptosis was mediated 
through caspase activation.  
Moreover, we then analyzed caspase-9 and caspase-3 activation by Western-Blot. Pro-caspase-9 is 
known to be cleaved in caspase-9, leading to pro-caspase-3 cleavage, caspase-3 activation and 
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apoptosis. We presented here the results obtained for one CTRL clone and one TSC-22 clone to 
compare the kinetic of activation of caspases; the results were similar for all clones (Fig. 4B). Results 
showed that both caspase-9 and caspase-3 were activated in control clones upon IL-2 deprivation (Fig. 
4B). In the presence of TSC-22, caspases-9 and -3 cleavage was faster and more pronounced 
compared to control clones. Indeed, we observed the successive cleavage of the caspase-9 proform in 
p39 and p37 subunits, with the simultaneous appearance of activated caspase-3 forms (Fig. 4B). Pro-
caspase-9 is known to be cleaved during the assembly of the apoptosome, leading to production of 
p39, able to activate caspase-3 by proteolytic cleavage of its proform at Asp175. Activated caspase-3 is 
then capable of feedback cleavage of caspase-9 at Asp330, producing the p37 subunit and resulting in 
an increase in apoptosome activity [33]. These results suggested that TSC-22 expression was able to 
accelerate the kinetic of apoptosis due to IL-2 deprivation. 
Another interesting observation was the spontaneous apoptosis of TSC-22 expressing clones even in 
the presence of IL-2. Indeed, the percentage of apoptotic TSC-22 clones was always above than that of 
control clones (Fig. 4C), and caspase-3 was activated in TSC-22 clones compared to control clones 
(Fig. 4D). These results suggested that below a certain IL-2 level, TSC-22 accelerated apoptosis.  
 
TSC-22 increased BIM expression upon IL-2 deprivation. 
 
IL-2 deprivation of CTLL-2 cells results in up-regulation of BIM expression, a pro-apoptotic protein. 
Moreover, GILZ is able to decrease BIM expression in these conditions, and as a consequence delays 
apoptosis [28]. Here, we showed that TSC-22 expression increased apoptosis of IL-2-deprived clones. 
We then analyzed BIM expression upon IL-2 deprivation in TSC-22 expressing CTLL-2 clones. Three 
isoforms of BIM are well described: Extra-long (EL), Long (L) and Short (S). Their expression is 
regulated by transcriptional or post-translational mechanisms. BIM EL and L isoforms are 
constitutively expressed in CTLL-2 cells, and linked to dynein-light chain proteins when 
phosphorylated. BIM S has been described as the most potent pro-apoptotic isoform and its expression 
is augmented during apoptosis through gene transcription [27].  
Using an antibody recognizing the three BIM isoforms, we measured BIM expression by Western-
Blot. We presented here the expression of BIM isoforms in a representative control clone and a 
representative over-expressing GILZ or TSC-22 clone, to highlight the kinetic of BIM expression. The 
results obtained for all clones were similar. Our results showed that in TSC-22 expressing clones, BIM 
expression was higher compared to control clones upon IL-2 deprivation (Fig. 5A). As previously 
shown, GILZ expression decreased BIM levels in IL-2-deprived CTLL-2 clones at each time point 
(Fig. 5A). 
We then determined by real-time RT-PCR experiments the expression of bim mRNA isoforms using 
two different primer pairs. The first primer pair recognized the three bim mRNA isoforms (Fig. 5B), 
whereas the second one was specific for bim s mRNA (Fig. 5C). Results corresponded to the mean of 
bim mRNAs expression in all clones at each time after IL-2 withdrawal. Total bim mRNAs expression 
was significantly induced at 4, 8 and 12 hours after IL-2 deprivation in control clones and in TSC-22 
expressing clones (Fig. 5B). This expression was higher in TSC-22 clones than in control clones, 
although this difference was not statistically different at 4 and 8 hours due to a high variability (Fig. 
5B). However, total bim mRNAs expression was significantly different between CTRL and TSC-22 
clones at 12 hours after IL-2 deprivation (Fig. 5B). Moreover, bim s mRNA expression was also 
induced in control and TSC-22 clones at 4, 8 and 12 hours after IL-2 deprivation (Fig. 5C). Bim s 
mRNA expression was higher in TSC-22 clones than in control clones, and this difference was 
statistically significant at 4 and 12 hours upon deprivation (Fig. 5C). Altogether, these results suggest 
that TSC-22 expression increased bim transcription, especially the pro-apoptotic bim s isoform. 
 
TSC-22 decreased GILZ expression induced upon IL-2 deprivation. 
 
GILZ is induced upon IL-2 withdrawal in CTLL-2 cells leading to down-regulation of BIM expression 
[28]. Analysis of GILZ expression was first performed by western-blot experiments (Fig. 6A). Results 
showed that in the presence of TSC-22, GILZ expression was down-regulated upon IL-2 deprivation 
compared to control clones. This effect was observed for all the times tested (Fig. 6A). This result was 
obtained for all clones, and representative results are shown in Fig. 6A. We then measured gilz mRNA 
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expression using real-time RT-PCR experiments (Fig. 6B). Results presented here represented the 
mean of the relative quantities of gilz mRNA in all control or TSC-22 clones. When CTLL-2 clones 
were IL-2-deprived, gilz mRNA induction was significantly lower in TSC-22 clones compared to 
control clones. This difference was statistically significant at 4, 8 and 12 hours upon deprivation. 
Thus, TSC-22 was able to inhibit GILZ expression in CTLL-2 cells through down-regulation of gilz 
mRNA expression.  
 
TSC-22 down-regulated gilz mRNA expression without decreasing its mRNA half-life. 
 
Modification of gilz mRNA stability could be one possible mechanism responsible for the decrease of 
gilz mRNA expression in the presence of TSC-22. We then evaluated gilz mRNA half-life in TSC-22 
expressing clones in comparison to control clones, using actinomycin D, an inhibitor of transcription 
(Fig. 6C). RT-PCR experiments were performed as previously described. Since tbp mRNA has a very 
short half-life, we used gapdh and β-actin as housekeeping genes. Half-life of gilz mRNA was also 
calculated for two control clones and two TSC-22 expressing representative clones (Fig. 6D). Results 
showed that TSC-22 expression didn’t modify gilz mRNA half-life, compared to the half-life 
measured in control clones, which is about 2 hours. This observation suggested that the decrease of 
gilz mRNA expression in the presence of TSC-22 was not due to a destabilization of its mRNA.  
 
TSC-22 down-regulated GILZ expression induced by glucocorticoids or TGF-β. 
 
GILZ expression has been shown to be induced upon IL-2 withdrawal in T cells, by dexamethasone 
(Dex) in hematopoietic cells and by TGF-β in macrophages and dendritic cells [18, 19, 28, 34]. To 
determine whether TSC-22 could regulate GILZ expression induced by other stimuli, we analyzed the 
expression of GILZ in TSC-22 clones treated with either Dex or TGF-β. CTLL-2 clones were 
deprived of IL-2 and treated with Dex 100nM. In control clones, GILZ expression was strongly 
induced in the presence of Dex (Fig. 7A). However, in TSC-22 clones, upon Dex treatment, GILZ 
expression was induced but to a lesser extent than in control clones. The expression of GILZ protein 
was also analyzed in CTLL-2 clones deprived of IL-2 and treated with TGF-β for 24 hours (Fig. 7B). 
The up-regulation of GILZ expression observed in control clones 24 hours after treatment was lower 
in TSC-22 clones, suggesting that TSC-22 also inhibited GILZ expression induced upon TGF-β 
treatment. These results demonstrated that, in T-cells, TSC-22 was able to inhibit GILZ expression 
induced by several stimuli. 
 
GILZ expression upon IL-2 withdrawal was inhibited by TSC-22 in TSC-22 expressing NKL 
clones. 
 
Previous works demonstrated that GILZ expression is induced upon cytokine deprivation in several 
IL-2-dependent cell lines, such as murine CTLL-2 cells, human NKL cells or human Kit-225 cells 
[28]. We demonstrated above that TSC-22 inhibited the induction of GILZ expression in CTLL-2 
clones upon IL-2 deprivation. To evaluate the effect of TSC-22 on GILZ expression in another IL-2-
dependent cell line, we stably transfected NKL cells with pcDNA3-Myc or pcDNA3-HA-TSC-22, and 
then selected NKL clones expressing TSC-22 or control clones (CTRL). Expression of TSC-22 in the 
selected clones is shown in figure 8A.The expression of GILZ upon IL-2 withdrawal in NKL clones 
was determined by western-blot. We demonstrated that GILZ expression was induced in CTRL clones 
at 4, 6 and 8 hours upon IL-2 deprivation and decreased after (Fig. 8B). However, GILZ expression 
was not induced in TSC-22 expressing NKL clones upon IL-2 withdrawal in both clones 2 and 10, 
even at a low level of TSC-22 expression (clone 10) (Fig. 8B). This result suggested that TSC-22 was 
a potent repressor of GILZ expression in the human Natural Killer cell line deprived of IL-2.  
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DISCUSSION 
 

TSC-22 (TGF-β Stimulated Clone 22) has been described in several cancer cell lines as a pro-
apoptotic protein [11, 12]. TSC-22 belongs to the TSC-22D family, composed of highly homologous 
proteins, such as GILZ (Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper) or THG-1 (TSC-22 Homologous 
Gene 1). GILZ expression is induced by glucocorticoids in hematopoietic cells and is also up-
regulated in T-lymphocytes upon growth factor deprivation [28]. In T-cells, we showed that GILZ was 
able to delay IL-2 deprivation-induced apoptosis through down-regulation of BIM expression [28]. 
We hypothesized that proteins of the TSC-22D family could interplay in the mechanism of IL-2 
deprivation-induced apoptosis and we focused our interest on the interplay between TSC-22 and GILZ 
in IL-2 deprivation-induced-T-lymphocyte apoptosis.  

Although the expression of tsc-22 and gilz mRNAs has been demonstrated in different murine 
and human tissues, no study concerning the presence of both mRNAs in the same organ has been 
performed [5, 16, 35]. We analyzed their expression by RT-PCR experiments in several healthy 
human tissues. Our results showed that tsc-22 and gilz mRNA were both present in all the tested 
tissues, including the thymus and the spleen. In hematopoietic cells and cell lines, tsc-22 and gilz 
mRNAs were detected in most of the tested primary cells and the tested cell lines. However, they were 
not detected in IL-2-dependent cell lines, such as Kit-225, NK-L and CTLL-2, in the presence of IL-2.  

To study the role of TSC-22 in T-lymphocyte apoptosis, we decided to use as a model the 
CTLL-2 cell line, an IL-2-dependent murine cytotoxic cell line. CTLL-2 cells were used in precedent 
works of our group, as a cell model of IL-2 deprivation-induced apoptosis [19, 28]. We then produced 
stably transfected clones of CTLL-2 over-expressing TSC-22 or GILZ.   

We first showed that TSC-22 protein expression increased apoptosis of IL-2-deprived T-cells. 
Indeed, apoptosis of CTLL-2 clones upon IL-2 deprivation was significantly higher in TSC-22 clones 
than in control clones, as measured by two different techniques. These results confirmed those 
previously published in other models, demonstrating that TSC-22 was pro-apoptotic in different 
cancer cell lines [12, 13]. However, TSC-22 expression didn’t alter apoptosis induced by 
dexamethasone or staurosporine, suggesting a specific role for TSC-22 in T-lymphocyte apoptosis 
induced by IL-2 deprivation.  

Apoptotic pathways involved in T-lymphocyte apoptosis upon growth-factor deprivation are 
well described [27, 36]. Upon IL-2 withdrawal, the transcription factor FOXO3 is activated, inducing 
the transcription of its target genes, such as bim [23]. Then, BIM, a pro-apoptotic protein of the Bcl-2 
family, modifies the balance between anti- and pro-apoptotic proteins within the mitochondrial 
membrane, leading to activation of caspase-9 and then caspase-3. The results obtained with QVD-
OPH, an inhibitor of caspases activity, showed that TSC-22-induced apoptosis in CTLL-2 clones was 
mediated through caspases activation. Our experiments also confirmed the involvement of caspase-9 
and caspase-3 in hematopoietic cells apoptosis upon growth factor withdrawal, as previously reported 
in IL-3-dependent cell lines [37]. Moreover, TSC-22 expression in CTLL-2 clones was able to 
increase the cleavage of caspases-9, and -3, suggesting that TSC-22 accelerated apoptosis induced by 
IL-2 deprivation via an up-regulation of the mitochondrial pathway of apoptosis. The results obtained 
here confirmed a precedent report describing TSC-22 as a pro-apoptotic protein able to activate 
caspase-3 in a human gastric carcinoma cell line [12].  

The expression of the three isoforms of BIM has been described to be up-regulated in IL-2-
deprived CTLL-2 cells, via post-translational and transcriptional mechanisms [23, 36]. In the present 
study, we observed that the expression of the three BIM isoforms was up-regulated in control clones 
upon IL-2 deprivation, and their expression was higher in TSC-22 expressing clones compared to 
control clones. Real-time PCR experiments performed with primers specific for the three isoforms of 
bim showed that bim mRNA expression was significantly higher at 12 hours after IL-2 withdrawal, 
suggesting a slower down-regulation of bim expression in TSC-22 expressing clones compared to 
control clones. Moreover, analysis of bim s mRNA expression using specific primers demonstrated 
that TSC-22 expression was able to increase the induction of bim s mRNA in IL-2-deprived clones, 
compared to control clones. These experiments highlighted that TSC-22 up-regulated the expression 
of the three BIM isoforms. In the literature, BIM S expression has been shown to be highly dependent 
on de novo transcription, whereas BIM EL and BIM L expressions have been described to be more 
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dependent on post-translational mechanisms [27, 32]. Our results suggested that TSC-22 may regulate 
BIM expression levels both at the transcriptional and post-translational levels.  

We previously reported that expression of the GILZ protein was induced in IL-2-deprived 
CTLL-2 cells through FOXO3-dependent mechanisms and was able to down-regulate BIM expression 
and to delay apoptosis [28]. Consequently, to determine how TSC-22 increased apoptosis upon IL-2 
deprivation, we analyzed GILZ expression, another protein of the TSC-22D family. In the presence of 
TSC-22 and upon IL-2 deprivation, the induction of GILZ protein expression was lower compared to 
control clones. Analysis of gilz mRNA expression revealed that its mRNA was also less expressed in 
the presence of TSC-22, suggesting that TSC-22 could down-regulate gilz mRNA expression. One 
way to modulate mRNA expression is to decrease its stability. Indeed, Höppstadter et al. recently 
reported that the half-life of gilz mRNA was decreased in murine macrophages upon Toll-Like 
Receptor activation, demonstrating that GILZ expression can be regulated through such mechanisms 
[38]. Measurement of gilz mRNA stability showed a half-life between 2 to 2.5 hours, which was not 
affected by TSC-22 expression. We could therefore hypothesize that TSC-22 inhibits gilz mRNA 
transcription in IL-2-deprived T-lymphocytes. 

As glucocorticoids and TGF-β are also able to induce GILZ in hematopoietic cells [28, 34], 
we wanted to determine whether TSC-22 could also regulate GILZ expression induced by these 
stimuli. We demonstrated here that TSC-22 down-regulated GILZ expression induced by 
dexamethasone and TGF-β. These results showed clearly that when TSC-22 is present in 
T-lymphocytes, the expression of GILZ is altered. The up-regulation of GILZ expression by TGF-β 
has been observed in dendritic cells [34]. Here, for the first time, we highlighted the induction of GILZ 
expression in T-cells by TGF-β. Previously, our laboratory characterized the gilz promoter and 
identified FHRE (Forkhead Responsive Elements) that should be occupied for gilz transcription to 
occur upon IL-2 deprivation, and GRE (Glucocorticoid Responsive Elements) [19]. Since FHRE and 
GRE were described to cooperate when CTLL-2 cells were deprived of IL-2 and treated with 
dexamethasone [19], whether TSC-22 can modify the activity of Forkhead factors leading to altered 
GILZ expression in response to different stimuli needs to be elucidated.  

To confirm the inhibitory role of TSC-22 on GILZ expression, we evaluated the effect of 
TSC-22 in another IL-2-dependent cell line, a human NK cell line. We confirmed previous results 
showing the induction of GILZ expression upon IL-2 withdrawal [28]. Moreover, we showed that in 
the presence of TSC-22, GILZ expression was down-regulated in NKL cells.  

 
In conclusion, we reported here for the first time an interplay between two proteins of the 

TSC-22D family in T-lymphocytes. GILZ was previously described as an inhibitor of apoptosis 
whereas TSC-22 was characterized as a pro-apoptotic protein, in different cell types [11, 14, 28]. 
Apoptosis induced by TSC-22 in T-cells was characterized by an up-regulation of BIM expression, 
and an increase of caspase-9 and caspase-3 activation. Moreover, we observed that GILZ expression, 
induced upon IL-2 deprivation, was down-regulated at the transcriptional level in the presence of 
TSC-22, suggesting that the pro-apoptotic activity of TSC-22 was mediated through the down-
regulation of GILZ expression.  
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Table 1. Expression of tsc-22 and gilz mRNAs in hematopoietic cells and cell lines. Total RNA 
from human and murine cell lines were extracted and used to perform RT-PCR. + means that mRNA 
was expressed and – means that mRNA was not found. (*) means that mRNA is induced after IL-2 
deprivation.  

Cell type 

 

gilz 

mRNA 

tsc-22 

mRNA 

T-cells 

Murine primary T-cells + + 

D10.G4.1 + + 

CTLL-2 - (*) - 

Human primary T-cells + + 

Jurkat + + 

Kit 225 - (*) - 

Natural Killer NKL - (*) - 

B-cells 

BaF/3 + + 

BL41 + + 

Ramos + + 

JY + + 

Promyelocytes HL60 - + 

Dendritic cells 

(DC) 

CD34-DC + + 

Mo-DC + - 

Monocytes 
Primary monocytes - + 

U937 + + 
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LEGENDS TO FIGURES 
 
Figure 1. Expression of tsc-22 and gilz mRNAs in normal human tissues. Human mRNA from 
pool of tissues of different healthy donors (Clontech) were used to perform RT-PCR with specific 
primers for tsc-22, gilz or gapdh. tsc-22 and gilz expression were quantified by densitometric analysis 
and normalized to the densitometric value of gapdh (ratio tsc-22/gapdh or gilz/gapdh).  

Figure 2. TSC-22 expression in murine T-lymphocytes increases apoptosis. (A) Expression of 
GILZ and TSC-22 in CTLL-2 clones. Western-blots were performed using polyclonal anti-GILZ or 
anti-TSC-22 antibodies. Membranes were stripped and reblotted with an anti−β−tubulin antibody as a 
loading control. (B) Apoptosis of CTLL-2 clones quantified using the SubG1 method. Cells were 
deprived of IL-2, cultured in the absence of IL-2, and fixed with ethanol at the indicated times. Cells 
were then stained with propidium iodide, and analyzed for DNA hypodiploidy using flow cytometry. 
One representative experiment out of three independent experiments is shown. (C) Apoptosis of 
CTLL-2 clones quantified using the Annexin-V/7-AAD method. Cells were deprived of IL-2, cultured 
without IL-2, and harvested at the indicated times. Cells were stained with Annexin-V and 7-AAD and 
analyzed using flow cytometry. Result of a representative experiment out of three is shown. 
 
Figure 3. Dexamethasone or staurosporine-induced apoptosis are not modified by TSC-22 
expression. (A) Cells were deprived of IL-2 and cultured without IL-2 in the presence of 
dexamethasone (Dex) 10-7M and fixed with ethanol for the indicated times. Cells were then stained 
with propidium iodide, and analyzed for DNA hypodiploidy using flow cytometry. One representative 
experiment out of two independent experiments is shown. (B) Cells were deprived of IL-2 and 
cultured without IL-2 and in the presence of staurosporine (STS) 100nM or DMSO and harvested at 
the indicated times. Cells were then stained with Annexin-V and 7-AAD and analyzed using flow 
cytometry. Results of a representative experiment out of two is shown. 
 
Figure 4. TSC-22-induced apoptosis is caspase-dependent. (A) Apoptosis of CTLL-2 clones in the 
presence of a caspase inhibitor. Cells were deprived of IL-2, cultured without IL-2 in the presence of 
QVD-OPH 100µM (QVD) or DMSO and then fixed with ethanol at the indicated times. Cells were 
then stained with propidium iodide, and analyzed for DNA hypodiploidy using flow cytometry. (B) 
Expression of caspase-9 and caspase-3 in CTLL-2 clones upon IL-2 deprivation. Cells were deprived 
of IL-2, cultured in the absence of IL-2 and harvested at the indicated times. Western-blots were 
performed using anti-caspase-9 and anti-caspase-3 antibodies. The polyclonal antibody against 
caspase-9 recognized pro-caspase-9 and the two activated forms of caspase-9, whereas the antibody 
against caspase-3 recognized only the two activated forms of caspase-3. Membranes were stripped and 
reblotted with anti-β-tubulin antibody, used as a loading control. Pro-caspase-9, the two forms of 
caspase-9, and the two forms of caspase-3 were quantified by densitometric analysis and normalized to 
the densitometric value of β-tubulin. (C) Percentage of apoptotic cells in control and TSC-22 clones in 
the presence of IL-2. Cells in culture were harvested, fixed with ethanol and stained with propidium 
iodide. Cells were then analyzed for DNA hypodiploidy using flow cytometry. Numbers represent the 
mean ± S.E.M. of the percentage of apoptotic cells for each clone from three independent experiments. 
(D) Caspase-3 expression in control and TSC-22 clones in the presence of IL-2. Cells in culture were 
harvested and western-blots were performed using anti-caspase-3 antibody. The membrane was 
stripped and reblotted with anti-β-tubulin antibody, used as a loading control.   
 
Figure 5. BIM expression is up-regulated in TSC-22 expressing CTLL-2 clones. (A) Expression of 
BIM in IL-2-deprived CTLL-2 clones. Cells were deprived of IL-2, cultured without IL-2 and 
harvested at the indicated times. Western-blots were performed using anti-BIM antibody. A longer 
exposure for each experiment was shown at the bottom of the figure. Membranes were stripped and 
reblotted with anti-β-tubulin antibody, used as a loading control. One representative experiment out of 
three independent experiments is shown. Bim isoforms expression were quantified by densitometric 
analysis and normalized to the densitometric value of β-tubulin (ratio BIM/β-tubulin). (B and C) 
Expression of bim mRNA in CTLL-2 clones. TSC-22 and control clones were deprived of IL-2, 
cultured without IL-2 and harvested at the indicated times. Total RNA was extracted and used for RT 
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and real-time PCR with specific primers for the three bim isoforms (B) or only for bim s (C). Real-
time RT-PCR was also performed using specific primers for the housekeeping genes, tbp and gapdh. 
Results for TSC-22 and control clones for the different times were expressed as the mean of the fold 
induction of relative expression ratios (relative expression ratio: bim level divided by the mean of 
gapdh and tbp level) of all the clones tested (CTRL 10, 13, 21, 47 and TSC-22 4, 5, 16, 17) 
normalized to the mean of the relative expression ratios of all control clones at the beginning of the 
experiment (t=0). Data represent the mean ± S.E.M. of four independent experiments performed for all 
clones. Statistical tests were performed according Mann-Whitney U tests and differences were 
considered as significant for p values < 0.05 (n=4 independent experiments). * correspond to 
significant differences between control and TSC-22 clones at 4, 8 or 12 hours upon IL-2 deprivation; † 
correspond to significant differences in control clones compared to their value at t0; # correspond to 
significant differences in TSC-22 clones compared to their value at t0; ◊ correspond to significant 
differences between two different times for control or TSC-22 clones.  
 
Figure 6. GILZ expression is down-regulated in TSC-22 expressing CTLL-2 clones, both at the 
protein and mRNA levels, but this down-regulation is not due to a decrease of gilz mRNA half-
life. (A) Expression of the GILZ protein in IL-2-deprived CTLL-2 clones. Cells were deprived of IL-2, 
cultured without IL-2 and harvested at the indicated times. Western-blots were performed using anti-
GILZ antibody. Membranes were stripped and reblotted with anti-β-tubulin antibody, used as a 
loading control. One representative experiment out of three independent experiments is shown. GILZ 
expression was quantified by densitometric analysis and normalized to the densitometric value of β-
tubulin (ratio GILZ/β-tubulin). (B) Expression of gilz mRNA in CTLL-2 clones. TSC-22 and control 
clones were deprived of IL-2, cultured without IL-2 and harvested at the indicated times. Total RNA 
was extracted and used for RT and real-time PCR using specific primers for gilz, and for the 
housekeeping genes tbp and gapdh. Results for TSC-22 and control clones for the different times were 
expressed as the mean of the fold induction of relative expression ratios (relative expression ratio: bim 
level divided by the mean of gapdh and tbp level) of all the clones tested (CTRL 10, 13, 21, 47 and 
TSC-22 4, 5, 16, 17) normalized to the mean of the relative expression ratios of all control clones at 
the beginning of the experiment (t=0). Data represent the mean ± S.E.M. of four independent 
experiments performed for all clones. Statistical tests were performed according Mann-Whitney U 
tests and differences were considered as significant for p values < 0.05 (n=4 independent 
experiments). * correspond to significant differences between control and TSC-22 clones at 4, 8 or 12 
hours upon IL-2 deprivation; † correspond to significant differences in control clones compared to 
their value at t0; # correspond to significant differences in TSC-22 clones compared to their value at 
t0. (C) Decay of gilz mRNA in CTLL-2 clones. TSC-22 and control clones were deprived of IL-2 and 
cultured without IL-2 for 6 hours. Cells were then treated with actinomycin D (2.5 µg/ml) for 3 hours 
and harvested each hour. Total RNA was extracted and used for RT and real-time PCR using specific 
primers for gilz, and for the housekeeping genes β-actin and gapdh. Results of gilz mRNA expression 
for each clone were expressed as the relative expression ratio (relative expression ratio: gilz level 
divided by the mean of gapdh and β-actin level) normalized to the relative expression ratio at the time 
of addition of actinomycin D (hour 0). Data represent the mean ± S.E.M. of three independent 
experiments performed for each clone. (D) Half-life of gilz mRNA in TSC-22 and control clones. 
Linear regressions were drawn for each clone, slopes were determined and half-lives were calculated. 
Data correspond to the mean ± S.E.M. of three independent experiments performed for each clone. 
 
Figure 7. TSC-22 also down-regulates GILZ expression in response to Dexamethasone and TGF-
β. Expression of the GILZ protein in IL-2-deprived CTLL-2 clones treated with Dexamethasone (Dex) 
(10-7M) for 20 hours (A) or TGF-β (10 ng/ml) for 24 hours (B). Cells were deprived of IL-2, cultured 
without IL-2 and with Dexamethasone or TGF-β and then harvested at the indicated times. Western-
blots were performed using anti-GILZ antibody. Membranes were stripped and reblotted with anti-β-
tubulin antibody, used as a loading control. One representative experiment out of three independent 
experiments is shown.  
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Figure 8. The up-regulation of GILZ expression upon IL-2 withdrawal is inhibited in TSC-22 
expressing NKL clones. (A) Expression of TSC-22 in NKL clones. Western-blots were performed 
using polyclonal anti-TSC-22 antibody. Membranes were stripped and reblotted with an anti-β-tubulin 
antibody as a loading control. (B) Expression of the GILZ protein in IL-2-deprived NKL clones. Cells 
were deprived of IL-2, cultured without IL-2 and harvested at the indicated times. Western-blots were 
performed using anti-GILZ antibody. Membranes were stripped and reblotted with anti-β-tubulin 
antibody, used as a loading control. One representative experiment out of two independent 
experiments performed for each clone is shown. GILZ expression was quantified by densitometric 
analysis and normalized to the densitometric value of β-tubulin (ratio GILZ/β-tubulin).  
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Figure 8 
 

 



Rôle de GILZ (Glucocorticoid-induced leucine zipper) dans l’apoptose du 

polynucléaire neutrophile et la résolution de l’inflammation. 
 

Résumé : 

L’élimination des polynucléaires neutrophiles (PN) du site inflammatoire est 

nécessaire à la résolution de l’inflammation. Lors de cette phase, les PN s’engagent 

massivement vers l’apoptose et sont phagocytés par les macrophages. Dans certaines 

pathologies inflammatoires comme le syndrome de détresse respiratoire aiguë  (SDRA), un 

défaut des mécanismes d’apoptose des PN est associé à la persistance de l’inflammation et à 

un mauvais pronostic. GILZ (Glucocorticoid-induced leucine zipper) est une protéine 

possédant des propriétés anti-inflammatoires, basées principalement sur l’inhibition des 

facteurs de transcription, comme NF-кB et AP-1. GILZ module également la survie des 

cellules hématopoïétiques, en favorisant ou retardant l’apoptose selon le type cellulaire 

étudié.   

L’objectif de ce travail a été d’évaluer le rôle de GILZ dans les fonctions et l’apoptose 

du PN lors de l’inflammation. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux 

situations physiopathologiques dans lesquelles GILZ pouvait être exprimé et plus 

spécifiquement dans le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA). Cette pathologie a 

retenu notre attention pour le caractère systémique de l’inflammation et surtout pour le 

rôle prépondérant que jouent les neutrophiles dans ce syndrome. Dans le cadre d’une étude 

clinique prospective menée à l’hôpital Bichat, nous avons pu montrer une plus forte 

expression de GILZ au niveau transcriptionnel et protéique dans des neutrophiles circulants 

de patients souffrant de SDRA. 

 Dans la deuxième partie du travail, nous avons évalué le rôle de GILZ dans les 

fonctions et le phénotype des PN. En utilisant la lignée PLB-985 différenciée en neutrophiles 

par addition d’acide rétinoïque (ATRA) et de diméthylformamide (DMF), nous avons mis en 

évidence in vitro que la surexpression de GILZ dans ce modèle de polynucléaires 

neutrophiles favorisait l’apoptose de ces cellules. Cette apoptose est dépendante des 

caspases, implique la voie mitochondriale et s’explique notamment par une diminution de 

l’expression de Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1), alors que l’expression des ARNm de mcl-1 

n’est pas affectée. Une activation prolongée de JNK (c-JUN N-terminal kinase) serait 

impliquée et entraînerait la phosphorylation de Mcl-1 et sa dégradation par le protéasome.  

Ces deux résultats laissent entrevoir un rôle potentiel de GILZ dans la résolution de 

l’inflammation in vivo. Pour adresser cette question, nous mettons en place le modèle de 

l’ALI (Acute Lung Injury) ou inflammation pulmonaire aiguë induite par le LPS 

(lipopolysaccharide), qui est un modèle murin du SDRA. Nous utilisons des souris dans 

lesquelles l’expression de GILZ a été invalidée spécifiquement dans les neutrophiles. Cette 

approche nous permettra de mieux comprendre le rôle de GILZ dans la résolution de 

l’inflammation. GILZ pourrait ainsi représenter une cible thérapeutique dans les pathologies 

inflammatoires impliquant le PN.  
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