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Une nouvelle famille
de cytokines inflammatoires

Les protéines SIS (small induced secreted) constituent
une nouvelle famille de cytokines intervenant dans
Pinflammation. Ces protéines ont environ 30 % d’homo-
logie, et contiennent des résidus cystéine conservés. La
famille peut étre sous-divisée sur la base de deux de ces
résidus cystéine qui sont soit adjacents (CC),
soit séparés par un acide aminé (CXC). Les génes de
la classe CC se trouvent chez I’homme sur le chromo-
some 17 en q11-q21, alors que les génes de la classe
CXC se trouvent sur le chromosome 4 en q13-q21. Les
protéines SIS sont induites par divers agents (lipopoly-
saccharide, esters de phorbol, cytokines tels I’IL-1 et le
TNF) : Pinduction par I’IL-1 intervenant aussi bien sur
la transcription du géne, que sur la stabilité de ’ARNm.
Produites par différentes cellules sanguines et tissulai-
res, les cytokines de la famille SIS ont en commun leur
pouvoir chimiotactique, probablement responsable de
I’accumulation des neutrophiles et des monocytes aux
sites d’inflammation. Elles ont également de nombreu-
ses autres actions sur la prolifération, la différencia-
tion et l’activation fonctionnelle de cibles cellulaires
vari€es. Les protéines SIS participent ainsi, avec
d’autres cytokines, au réseau fonctionnel complexe de
signaux déclenchant et contrélant la réponse inflamma-
toire. Ces cytokines sont des cibles potentiellement
importantes de médicaments a visée anti-inflammatoire.

‘inflammation implique une

communication intercellu-

laire intense comportant

schématiquement trois éta-

pes (figure 1). Les leucocytes
sont attirés vers le site de 1’agression
par les facteurs chimiotactiques. Ils
adhérent a la paroi endothéliale a
proximité de I’endroit de I’agression,
ce qui nécessite la présence, sur la
surface du leucocyte et de la cellule
endothéliale, de molécules d’adhé-
rence qui peuvent étre induites par
des facteurs diffusibles. Les leucocy-
tes sont ensuite activés par divers
agents pour accomplir leur role de
défense. Parmi les facteurs responsa-

bles de 1’adhérence, du chimiotac-
tisme et de l’activation se trouvent
des polypeptides sécrétés que nous
appelons aujourd’hui les cytokines.
Ces molécules agissent sur les cellu-
les cibles par Iintermédiaire de
récepteurs de haute affinité localisés
a la surface de la cellule cible, indui-
sant une multitude de réponses (pro-
lifération, différenciation, activation,
migration...). L’appellation cytokine
a succédé a celles de lymphokine
(protéine sécrétée par les lymphocy-
tes T) et de monokine (protéine
sécrétée par les monocytes) apres la
mise en évidence de la production de
ces protéines par divers types cellu-
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laires non leucocytaires. Les cytoki-
nes sont donc des médiateurs de la
communication intercellulaire. Lors-
que cette communication concerne
deux cellules leucocytaires, elles pren-
nent le nom d’interleukine (IL).
Parmi les activités initialement attri-
buées a la premiére interleukine
décrite (IL-1), on trouve une étape
essentielle de I'inflammation : le chi-
miotactisme des neutrophiles qui fut
mis en évidence in vivo, aprés injec-
tion a l’animal. En fait, in witro,
PIL-1 n’a pas d’activité chimiotacti-
que sur les neutrophiles, et son acti-
vité in vivo est le résultat de ’expres-
sion accrue d’une autre cytokine
appelée initialement facteur chimio-
tactique des neutrophiles (neutrophil
chemotactic factor) (NCF) ou peptide
activant des neutrophiles (neutrophi!
activating peptide 1) (NAP1) [1],
maintenant couramment appelée IL-8
[2].

Des la caractérisation de I’IL-8 par
séquencage de la protéine en 1987 et

par clonage moléculaire en 1988 (3],
il devint clair qu’elle était apparen-
tée a d’autres protéines stockées dans
les granules o des plaquettes : fac-
teur 4 plaquettaire PF4 (platelet fac-
tor 4) et protéine basique plaquettaire
PBP (platelet basic protein). Ces protéi-
nes sont présentes en grande quan-
tité dans le sérum (15 a 20 pg/ml
apres formation du caillot) et carac-
térisées depuis plus de dix ans. Au
cours des trois derniéres années, un
nombre impressionnant de nouveaux
membres de cette famille (figure 2,
p. 581) ont été identifiés grace essen-
tiellement a deux techniques. D’une
part, la purification de ces protéines
et leur séquengage, qui se trouvent
facilités par la petite taille et la
nature chargée de ces molécules.
D’autre part, le « criblage différen-
tiel » de banques d’ADNc correspon-
dant aux états activés et non activés
des leucocytes, qui permet de cloner
facilement des séquences codant pour
ces cytokines, puisque, dans les leu-

cocytes activés, les ARNm correspon-
dants peuvent atteindre jusqu'a 1 %
des ARNm de la cellule [4].

L’ensemble des cytokines apparentées
a I'IL-8 a été appelé la famille des
protéines SIS pour small induced secre-
ted (petites protéines induites sécré-
tées) [4]. Il peut étre sous-divisé en
deux classes sur la base de la pré-
sence de deux résidus cystéine con-
servés qui sont soit adjacents (CC)
soit séparés par un acide aminé
(CXC) (figure 2). Cette sous-division
correspond aussi a une organisation
au niveau du génome, puisque les
geénes de la classe (CC) se trouvent
chez ’homme sur le chromosome 17
en qll-q21, une région impliquée
dans une leucémie promyélocytaire
aigué (AML-M3) [5], alors que les
geénes de la classe (CXC) se trouvent
sur le chromosome 4 en q13-q21 [3]
(figure 3, p. 582). Les genes de la
classe (CC) comportent trois exons
séparés par deux petits introns, alors
que ceux de la classe (CXC) compor-
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Participation des protéines SIS a l'inflammation. Quelques-unes des principales activités des protéines
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tent généralement quatre exons,
séparés par trois petits introns
(figure 3). L’homologie entre les pro-
téines SIS, ainsi que les structures
similaires de leurs génes et le grou-
pement de ces geénes au niveau du
génome indiquent clairement I’évolu-
tion de ces protéines a partir d’un
géne ancestral commun.

Dans cet article, nous décrirons les
différents membres de cette famille et
leurs activités connues a ce jour.
Ensuite, nous traiterons de quelques
aspects de leur structure, de leur
synthese et de leur intérét médical.
Enfin, nous discuterons des questions
posées par la redondance apparente
de ces protéines, et de leurs inter-
actions complexes au niveau des acti-
vités biologiques. Les caractéristiques
de ces protéines, leurs sites de pro-
duction et leurs activités sont résumés
dans le Tableau I, p. 583. La nomen-
clature des protéines de cette famille
reste trés confuse. La protéine NCF-
NAP-1 a été ainsi nommée interleu-
kine 8 (IL-8) par Larsen et al. [2] sur
la base d’une activité chimiotactique
sur les lymphocytes T. L’appellation
IL-8 ainsi que la signification de
Iactivité sur les lymphocytes T res-
tent controversées. Les autres mem-
bres de la famille n’ont pas recu une
appellation interleukine, et plusieurs
nomenclatures ont été proposées.
Nous les décrirons sous le nom qui
leur est le plus souvent attribué.

L’interleukine 8/NAP-1 :
une cytokine
inflammatoire

et anti-inflammatoire

L’interleukine 8 est un agent chimio-
tactique et activateur des neutrophi-
les (meutrophil activating protein 1 ou
NAP-1). L’IL-8 parait plus spécifique
que d’autres facteurs chimiotactiques,
comme les fragments du complément
ou les leucotrienes, puisqu’elle n’a
pas d’activité sur les monocytes.
L’IL-8 est une cytokine inflamma-
toire par excellence puisque, outre
son activité chimiotactique sur les
neutrophiles, elle stimule leur dégra-
nulation pour libérer des médiateurs
de [linflammation (activateurs du
complément, lactoferrine...) et leur
explosion oxydative (oxydative burst)
conduisant a la production des radi-
caux oxygénés libres, nécessaires a la

bactéricidie [6]. L’importance de ces
deux processus dans I'inflammation
est soulignée par l’altération des
défenses immunitaires dans deux
anomalies congénitales : le syndrome
Chediak-Higashi impliquant les gra-
nules des neutrophiles et la maladie
granulomateuse chronique (chronic gra-
nulomatous disease) impliquant 1’explo-
sion oxydative [7]. La dégranulation
des neutrophiles induite par I’'IL-8
semble étre importante pour inhiber
la croissance de Candida albicans [6].

En outre, I’IL-8 stimule la libération
d’histamine et des leucotrienes des
basophiles préalablement stimulés par
I'IL-3 [8] et elle augmente la quan-
tité des molécules de surface
CD11b/CD18 (constituant le récep-
teur du complément CR3) qui sont
impliquées dans 1’adhérence des neu-
trophiles aux cellules endothéliales
[9]. Cependant, Gimbrone ef al. [10]
ont montré que les cellules endothé-
liales, une fois stimulées par I'IL-1,
sécretent un inhibiteur de leurs inter-
actions avec les neutrophiles (leucocyte
adheston inhibitor ou LAI) qui corres-
pond a la forme II de I'IL-8
(figure 4a, p. 56¢). L’IL-8 semblerait
donc jouer un réle dans le déclenche-
ment d’un état inflammatoire, et
ensuite un réle anti-inflammatoire en
protégeant la monocouche endothé-
liale contre une détérioration par les
neutrophiles [10].

Les autres protéines SIS
et leurs activités

PBP/NAP-2 : un activateur des
neutrophiles produit par les pla-
quettes

Les granules o des plaquettes libérent
une protéine basique PBP (platelet
basic protein) qui subit plusieurs éta-
pes de maturation au niveau de son
extrémité amino-terminale pour don-
ner successivement le peptide III,
activateur du tissu conjonctif ou
CTAP-III (connective tissue activating
peptide-I11), puis la thromboglobuline-
B (B-TG) et, enfin, la protéine 2 acti-
vatrice des neutrophiles, NAP-2 (neu-
trophil activating protein-2) (figure 4a). Le
dernier clivage nécessite ’activité de
protéases produites par les monocytes
[11] et permet la production de la
forme la plus active (NAP-2:
forme VI, figure 4a). NAP-2 a des
effets sur les neutrophiles similaires a
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Figure 2. Comparaison des séquences d’acides aminés des protéines SIS
humaines. Les noms des protéines sont donnés dans le texte. PF4V est un
variant de PF4. Les séquences ont été alignées pour maximaliser leur homo-
logie, et elles sont numérotées a partir de la premiére méthionine du PF4V.
Les protéines SIS sont regroupées en deux sous-familles (C.C et CXC) sur la
base de deux résidus cystéine (position 48) qui sont : soit adjacents (C.C),
soit séparés par un autre acide aminé (CXC). La forme Il de I'lIL-8 dont la struc-
ture est donnée dans la figure 4 débute par une sérine en position 41. La

séquence est ici représentée par le code a une lettre. A = Ala; D = Asp;
F =Phe;, H=His; K =Lys; M = Met; P = Pro; R =Arg; T = Thr;
W=Tmp,C=Cys;E=Glu;G=Gly;| =1Ile;L =Leu; N = Asn;
Q =GIn; S =Ser; V= Val;Y = Tyr.
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Figure 3. Localisation chromosomique et structure exon-intron des génes
des protéines SIS humaines. Les génes SIS sont sous-divisés en deux clas-
ses, C.C et CXC (voir figure 2). Pour les détails et références des localisa-
tions chromosomiques des génes SIS, voir Irving et al. [5]. Pour les détails
et références des structures des génes SIS, voir Nakao et al. [21]. Les exons

(partie du géne présente dans I’ARN

messager) sont indiqués par les boites

et les introns (partie du géne transcrite, mais absente de I’ARNm) sont indi-
qués par les lignes. Les parties correspondant aux protéines matures sont indi-
quées par des boites rouges unies, et les peptides signaux par les boites rou-
ges hachurées. Les chiffres au-dessus de chaque géne correspondent aux aci-

des aminés de la protéine. Les tailles

des introns sont notées entre parenthé-

ses, sauf pour MIP13, ou cette information n’est pas disponible.

ceux induits par IL-8/NAP-1 (woir
Tableau I).

Gro/MGSA/NAP-3 : une cytokine
analogue a I'IL-8

En 1987, Sager et ses collaborateurs
isolaient un ADNc dont ’ARNm est
trés abondant dans les cellules tumo-
rigénes de hamster (CHEF/16) mais
trés peu représenté dans les cellules
non tumorigenes. Ils montraient que
la transcription de ce geéne est liée a
la croissance de la cellule et ils
I’appelérent Gro pour growth-regulated.
En 1988, Richmond et al. purifiaient
et clonaient un facteur de croissance
pour les mélanomes (MGSA, pour
melanoma growth stimulating activity) qui
s’avere étre identique a Gro [12]. La
protéine Gro a des activités inflam-

matoires sur les neutrophiles tres
semblables a celles de I'IL-8 [13]
(Tableau I), et a donc été appelée
NAP-3. La protéine Gro humaine est
homologue a la protéine inflamma-
toire MIP-2 (macrophage inflammatory
protein-2) de souris [14]. Depuis quel-
ques mois, il est clair que les
monocytes humains sécrétent deux
autres protéines apparentées a Gro,
appelées : Grof et Groy [15], ou
HMIP-2a et HMIP-2( [14] dont les
roles respectifs restent a établir.

PF4 (platelet factor 4): une cyto-
kine plaquettaire « pléiotrope »

PF4 est une protéine libérée sous
forme complexée a la chondroitine
sulfatée par les granules o des pla-
quettes lors de leur agrégation.
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Comme beaucoup de cytokines, elle
a plusieurs activités biologiques
(pléiotropisme) : chimiotactisme des
neutrophiles, des monocytes et des
fibroblastes [16] ; prévention de
I'immunosuppression induite par la
concanavaline A chez la souris [17] ;
inhibition de la mégacaryocytopoiese
[18] et inhibition de I'angiogenése
[19]. La derniere activité, qui dépend
d’une inhibition de la prolifération
des cellules endothéliales, peut avoir
des conséquences néfastes sur la cica-
trisation, a I'inverse des effets inflam-
matoires de I'IL-8 et de Gro qui
seraient plutdt bénéfiques. Cette acti-
vité anti-angiogénique pourra s’avé-

rer intéressante comme activité anti-
tumorale (voir plus loin).

MIP1 (macrophage inflammatory pro-
tein-1), une protéine inflammatoire
des macrophages

Deux protéines inflammatoires MIP1
(o et B) ont été isolées a partir de
macrophages activés de souris sur la
base de leur affinité pour I’hépa-
rine [20]. Chez I’homme, deux ADNc
correspondant a des protéines homo-
logues & 70 % avec MIP1a et MIP13
de la souris ont été identifiés par de
nombreuses équipes et appelés de
diverses facons : hMIPla (GOS-19,
pAT464, LD78) et hMIP1B (Act2,
pAT744, G26, HC21, hH400) [5, 21].

L’activité des protéines MIP1 humai-
nes n’a pas été décrite. Cependant,
MIPla et MIP13 de souris ont de
nombreuses activités : pyrogénicité
[22], chimiokinésie et activation de
I’explosion oxydative des neutrophiles
[20], stimulation de la formation des
colonies CFU-GM (colony forming units-
granulocyte, macrophage) a partir de cel-
lules de la moelle osseuse [23], inhibi-
tion de la prolifération des cellules sou-
ches hématopoiétiques CFU-S (colony
Sorming units-stem cells) (MIP1a et non
MIP1B) [23, 24].

Deux cytokines chimiotactiques
pour les monocytes

La protéine 1 chimio-attractive des

Tableau |
SOURCES CELLULAIRES ET ACTIVITES DES PROTEINES SIS
Cytokine Protéines | Nombre acides | Glycosy- Cellules‘? Protéine ADNc Protéine Activité Activités sur Autres activités
{PM}(N aminés ! lation productrices purifige cloné | recombinante | chimiotactique'® neutrophiles 4)
Explosion  Dégranu-
oxydative lation
1I-8 INCF, NAP-1} 8 kDa 72-19 - M, E N, (T) 1987 1987 1988 N, T, Bad ++ + * facteur de croissance
{voir figure 4a) HYENCRCRRRERS kératinocytes
¢ migration haptotacti-
que mélanomes
Gro (MGSA, MiP-2, NAP-3) 8 kDa n - M E N (T)F 1990 (a} | 1987 {a) 1990 (a) N + + * facteur de croissance
groa, grof, groy 1990 (8. ) mélanomes, fibroblastes
PBP (NAP-2, CTAP-III, 70-86 - P 1978 - - N b + * facteur de croissance
B-1G6) {voir figure 4a) fibroblastes (? nécessite
concentrations élevées)
¢ chimiotactisme des
fibroblastes
PF4 B kDa 70 - P 1977 1987 1990 N. M - + * chimiotactisme des
fibroblastes
* inhibition mégacaryo-
cytopoitse
¢ inhibition angiogenése
¢ prévention immuno-
suppression in vivo
MIP1 8 kDa n - M T,8GFE 1987 1988 1990 Ni+/~), T3 + * pyrogéne
o : LD78, GOS19, pAT464 [souris) {humain} * augmentation colonies
B: HC21, G26, hH400, CFU-GM
Act2, pAT744 ¢ inhibition prolifération
CFU-S (MIP1-a)
MCP-1 (MCAF) 11-17 kDa® 76 0+ |MI(T),BFSK | 1989 1989 1990 M, Ba * augmentation activité
N - ; cytostatique des mono-
cytes sur lignées tumora-
les
RANTES 8 kDa 68 - |7 - 1987 1990 M, T3

1. Le poids moléculaire et le nombre d’acides aminés sont donnés pour la protéine « mature », aprés clivage protéolytique du pep-
tide signal. Le poids moléculaire apparent du MCP-1 est élevé & cause de sa glycosylation, et d’une migration aberrante sur gel [25].

2. Cellules productrices [6, 21, 34, 35, 39] : B, lymphocyte B ; C, chondrocyte ; E, cellule endothéliale ; F, fibroblaste ; G, gliome ;
H, hépatocyte ; K, kératinocyte ; L, muscle lisse; LT, lignée tumorale, M, monocyte ; P, plaquette ; RPE, cellule pigmentaire de la
rétine ; S, cellule synoviale ; T, lymphocyte T. La liste n‘est pas exhaustive. Par exemple, la synthése de I'IL-8 a été recherchée
beaucoup plus systématiquement que celle de Gro. La production de certaines de ces protéines par les lymphocytes T reste

controversée.

3. Activité chimiotactique. N, neutrophile, M, monocyte ; T, lymphocyte T ; Ba, basophile. L’IL-8 a une activité chimiotactique sur
toutes sortes de lymphocytes T. En revanche, RANTES agit sélectivement sur les lymphocytes T auxiliaires CD4+, CD45R0* (mémoire)
[26], et MIP1-3 agirait plutét sur les lymphocytes T auxiliaires CD41, CD45RA* (naive) (T. Schall, Keystone Symposium « Cytoki-

nes and their receptors », 1991). L’activité sur les neutrophiles est faible et il s’agit plutét d’une chimiokinésie [20].

4. Explosion oxydative. Ces effets ne sont pas universellement admis et ils peuvent nécessiter I’addition d’un agent costimulateur

(tels le GM-CSF ou la concanavaline A).
m/s n° 6, vol. 7, juin-juillet 91
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IL8/NAP-1 I AVLPRSAKELR
! I SAKELRCQCIK
| v AKELRCQCIKT
v KELRCQCIKTY
VI ELRCQCIKTYS
I RNLAKGKEESLDSDLYAEL
CTAP-1II 1l NLAKGKEESLDSDLYAELR
1 AKGKEESLDSDLYAELRCM
B TG v GKEESLDSDLYAELRCMCI
v EESLDSDLYAELRCMCIKT
NAP-2 VI AELRCMCIKTTSGI

Hélice a
Brin du feuillet B

Figure 4. Structure des protéines SIS. (A) Hétérogénéité des séquences
amino-terminales de I'IL-8 et de la protéine PBP. Les séquences amino-
terminales des différentes formes de I’IL-8 et de la protéine basique des pla-
quettes (PBP pour platelet basic protein) sont indiquées [33]. Les noms des
formes de PBP (CTAP-Ill, B-TG) sont donnés dans le texte. Toutes les formes
de I'IL-8 (NAP-1) ont I'activité NAP (pour neutrophil activating protein), mais
seule la forme VI de la PBP (NAP-2) posséde cette activité [11]. La forme lll
de I'lL-8 est celle synthétisée de facon prépondérante par les monocytes, tandis
que les cellules endothéliales produisent plutét la forme Il [29]. (B) Repré-
sentation schématique de la structure de I'IL-8 d’aprés Clore et al. [30].
La structure tridimensionnelle en solution de la forme lll de I'IL-8 a été déter-
minée par spectroscopie RMN (résonance magnétique nucléaire) [30]. Les par-
ties de la protéine formant des structures d’hélice o (<) ou des brins de feurl-
lets B (—) sont indiquées. L’IL-8 existe sous forme de dimére. La figure illus-
tre I’ensemble d’une sous-unité et les résidus 23 a 29 (indiqués 23" a 29’)
d’une deuxiéme sous-unité. Les liaisons hydrogénes sont indiquées en pointil-
lés (---).
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monocytes, MCP-1 (monocyte chemo-
attractant protein-1), était isolée en 1989
a partir d’une lignée de gliome et
d’une lignée monocytaire [25]. Elle a
une activité chimiotactique sur les
monocytes et les basophiles, mais non
sur les neutrophiles. Selon différents
auteurs, elle induit ou elle n’induit pas
d’explosion oxydative dans les
monocytes [25].

Un ARNm exprimé par les lymphocy-
tes T et non par les lymphocytes B a
été isolé par Schall et al. en 1987, et
appelé RANTES (regulated upon activa-
tion, normal T expressed and presumably
secreted) (contrdlé par [’activation,
exprimé par les T normaux et proba-
blement sécrété). Une activité chimio-
tactique de la protéine RANTES sur
les monocytes et une sous-population
des lymphocytes T mémoires a été
récemment démontrée [26] (wvoir
Tableau I).

Deux ARNm isolés par criblage
différentiel

Il existe également deux genes
humains dont I’existence a été démon-
trée par le criblage différentiel des ban-
ques d’ADNc, mais pour lesquels la
fonction de la protéine n’a pas été
identifiée. IP-10 a un ARNm dont
’augmentation est induite par l’inter-
féron vy dans les monocytes [27]. 1-309
a un ARNm exprimé faiblement apres
I’activation des leucocytes du sang
périphérique mais préférentiellement
exprimé dans les lignées de lymphocy-
tes T [28].

L’expansion rapide du nombre de
membres connus de la famille SIS pen-
dant les trois dernieres années a
dévoilé une grande famille de geénes
dont nous commencons tout juste a
apprécier I'importance physiologique.

La structure
des protéines SIS
et leur activité

Plusieurs de ces protéines SIS existent
sous de multiples formes possédant des
extrémités amino-terminales différen-
tes. Pour I’IL-8, les cinq acides ami-
nés supplémentaires en position
amino-terminale qui différencient les
formes II (produites par les cellules
endothéliales) et III (produites par les
monocytes) (figure 4a) réduisent par un
facteur deux I’affinité de 1I’IL-8 pour
le récepteur [29]. Dans certains tests
d’activité, par exemple I’inhibition de
I’adhérence des neutrophiles a ’endo-
m/s n° 6, vol. 7, juin-juillet 91

thélium activé, la forme la plus courte
de I'IL-8 est dix fois plus active [29].
Pour PBP/NAP-2, seule la forme la
plus courte (figure 4a) a le pouvoir acti-
vateur des neutrophiles (NAP-2) [11].
Bien que I'IL-8 existe sous forme
dimérique alors que PF4 est un tétra-
meére, les structures des sous-unités de
ces deux protéines sont relativement
semblables [30, 31]. La structure tri-
dimensionnelle de la protéine IL-8
forme une poche qui ressemble a la
structure des antigenes HLA-A2 [30]
et qui est composée d’un feuillet 8
comprenant six brins « anti-
paralleles » (figure 4b).

Les 15 acides aminés carboxy-
terminaux de I’IL-8 forment une hélice
o ayant des acides aminés hydropho-
bes localisés vers I’intérieur et les aci-
des aminés chargés ou polaires, vers
Pextérieur (figure 4b) [30]. Les autres
protéines SIS ont également la possi-
bilité de former cette structure d’hélice
o dans leur région carboxy-terminale
[30]. Clore et al. [30] suggerent que
cette partie carboxy-terminale de
I’IL-8 est responsable de la liaison au
récepteur. Cette prédiction est en
accord avec les activités immunorégu-
latrices et anti-angiogéniques du frag-
ment carboxy-terminal de PF4 (acides
aminés 56-68) [16, 17]. Quoique cette
partie carboxy-terminale de PF4 soit
également celle responsable de la liai-
son a I’héparine, I’activité immunoré-
gulatrice ne semble pas étre corrélée
a l’affinité du PF4 pour I’héparine
[17].

Contrairement a la suggestion de
Clore et al., un résumé récent de
Susuki et al. [32] suggere que ’activité
chimiotactique de I’IL-8 est contenue
dans un peptide minimal de six acides
aminés amino-terminaux (leu, pro,
arg, ser, ala, lys). Ce résultat laisse
perplexe quand on sait que I'IL-8 a été
isolée en tant que facteur chimiotacti-
que dérivé des monocytes [1], puisque
cet hexapeptide n’est pas présent dans
les formes synthétisées par les monocy-
tes (formes III, V, VI, figure 4a) [33].
On peut donc supposer que de multi-
ples régions de I'IL-8 sont impliquées
dans son activité chimiotactique.

Quelles cellules
synthétisent
les protéines SIS ?

En dehors des deux protéines pla-
quettaires (PBP et PF4), les protéi-

nes SIS sont synthétisées par diver-
ses cellules (Tableau I). En général, la
synthese de ces protéines est induite
en réponse a un stimulus (lipopolysac-
charide (LPS), esters de phorbol tel
le PMA, lectines tel le PHA-P, cyto-
kines tels I’IL-1 et le TNF), mais les
différentes cellules ne sont pas toutes
stimulées par les mémes agents. On
peut distinguer les cellules qui répon-
dent a un signal « primaire » tel le
LPS fourni par les bactéries, signal
qui déclenche la réaction inflamma-
toire. Ces cellules sont principalement
les monocytes et les cellules endothé-
liales. Le LPS stimule également,
chez les monocytes, une synthese
importante de I’IL-1 et du TNF. Ces
deux cytokines peuvent stimuler —
dans une myriade de cellules non
immunes (fibroblastes, hépatocytes,
chondrocytes...) (Tableau]) — la
synthese de I’IL-8 et du MCP-1 qui
recrutent les leucocytes vers le site
inflammatoire [34].

Nombre de protéines SIS sont
synthétisées par les leucocytes mono-
nucléaires du sang périphérique
(principalement des monocytes et des
lymphocytes T). L’activation des
lymphocytes T a des effets variables :
elle induit MIP1, mais elle inhibe
I’expression de RANTES [28].
L’expression de MCP-1 dans les leu-
cocytes mononucléaires est controver-
sée. Selon différents auteurs, elle
serait soit induite, soit réprimée par
Pactivation de ces cellules [25]. Il
semble que, contrairement a I'IL-8,
son induction ne peut pas étre effec-
tuée par I'IL-1 dans les monocytes
[34]. L’expression de MCP-1,
comme celle de RANTES, corres-
pond peut-étre a un état d’activation
intermédiaire des leucocytes, ce qui
pourrait servir a limiter le recrute-
ment des monocytes dans un site
inflammatoire di a ces deux facteurs
chimiotactiques.

Dans les fibroblastes de souris,
I'induction de deux de ces genes
(KC/gro et JE/MCP-1) par le sérum
et les facteurs de croissance, a per-
mis de les considérer comme des
membres de la classe immediate early
(précoce immédiate), c’est-a-dire
induite trés rapidement et de fagon
indépendante de la synthese protéi-
que. Chez I’homme, le géne groa est
activé par le sérum, mais non le géne

groB, qui lui est homologue 2 90 % —
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[15]. En revanche, le géne grof est
activé par le PMA dans les monocy-
tes mais non le géne grooe [15]. Ces
diverses protéines ont donc des
modes de régulation différents. La
plupart des protéines de la classe
immediate early sont des facteurs de
transcription. Le rapport entre
I’induction des chimio-attractifs des
leucocytes et la prolifération des cel-
lules reste obscur, suggérant peut-étre
que ces protéines pourraient avoir un
autre role.

Comment est contrélée
I’'expression
des protéines SIS ?

La nature transitoire des signaux
transmis par les cytokines nécessite
que leur production soit hautement
contrdlée. Tel est le cas pour les pro-
téines SIS. Dans plusieurs cas, on a
démontré que le contrdle de 'expres-
sion des génes SIS par I’IL-1 agit au
niveau de la transcription des
genes [35]. Cette régulation est effec-
tuée par la liaison de facteurs
nucléaires (NF) sur les séquences
d’ADN localisées en amont du site
d’initiation de la transcription
(figure 5). Les protéines NF-kB (m/s
n°1, vol. 7, p. 67) et NF-IL-6 (m/s
n® 3 wol. 7, p. 288) ont été impli-
quées dans la régulation du géne
IL-6 par I'IL-1 [36]. Pour le geéne
IL-8 deux séquences localisées entre
- 94 et - 71 sont nécessaires au
contrdle transcriptionnel par I'IL-1 ;
elles fixent ces deux protéines NF-kB
et NF-IL-6 (K. Matsushima, 2°
Symposium international sur les cyto-
kines chimiotactiques, Londres, juin
1990). Plusieurs genes SIS possedent
aussi des sites potentiels de liaison de
ces protéines (figure 5). Ces geénes
sont tous contr6lés par I'IL-1.

La régulation de ’expression des pro-
téines SIS par I'IL-1 peut aussi étre
démontrée, a2 un niveau post-
transcriptionnel, par les changements
de la stabilité de leurs ARNm [37].
Des séquences riches en AU, et spé-
cifiquement le motif AUUUA, ont
été impliquées dans les changements
de stabilit¢ des ARNm des cytokines.
Il apparait maintenant que ces
séquences AUUUA ne sont pas res-
ponsables de I’instabilité intrinseque
des ARNm, mais peuvent jouer un
réle dans les changements de stabi-

lité [38]. La plupart des ARNm des
protéines SIS contiennent des séquen-
ces AUUUA (figure 5). Le gene
RANTES dont ’ARNm n’apparait
pas inductible [28] ne contient pas de
séquence AUUUA. L’ARNm Grop,
qui contient le plus grand nombre de
motifs AUUUA, est moins stable que
les ARNm de Groo et de Groy [37].
I1 semblerait donc que ces séquences
riches en AU puissent étre associées
a I’inductibilité des ARNm des pro-
téines SIS.

Implications
des protéines SIS
en pathologie

Plusieurs affections inflammatoires
s’accompagnent d’une accumulation
de neutrophiles qui est provoquée, au
moins en partie, par I’IL-8 : psoria-
ris, arthrite, asthme, syndrome de
détresse respiratoire aigué, septicé-
mie. Un inhibiteur de I'IL-8 serait
donc susceptible d’apporter une amé-
lioration dans ces maladies. Toute-
fois, dans la mesure ou il existe de
multiples chimio-attractifs pour les
neutrophiles (7ableau I), I’assimilation
du NCF (neutrophil chemotactic factor,
facteur chimiotactique neutrophile) a
I’IL-8 n’est pas évidente. Dans cer-
tains cas, les anticorps anti-IL-8 ont
permis de neutraliser I’activité
chimio-attractive, montrant ainsi que
cette activité correspondait bien a la
présence d’IL-8. Dans d’autres cas,
ces anticorps ne sont que partielle-
ment neutralisants [41]. L’importance
d’IL-8 par rapport aux autres NCF
reste donc a déterminer.

MIP1 a été impliqué dans deux
maladies neuro-immunologiques.
Chez la souris, elle provoque, avec
d’autres cytokines, les changements
de perméabilité de la barriére
hémato-encéphalique liés a wune
méningite 2 pneumocoques [40]. Elle
est également pyrogene [22]). Les
inhibiteurs de MIP1 seraient peut-
étre utiles pour combattre les états
fiévreux dus a cette protéine qui,
contrairement a ceux dus a I'IL-1, ne
répondent pas aux traitements par les
inhibiteurs de la cyclooxygénase
(aspirine, ibuprofene...) [22].

MCP-1 est une cytokine dont nous
commengons juste a connaitre les
multiples réles. Elle est produite par
un grand nombre de lignées cellulai-
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res dérivées de tumeurs [41]. Il est
probable que son activité est respon-
sable de linfiltration de macrophages
dans les sites tumoraux, dont le role

tumorales [42]. MCP-1 augmente
’activité cytostatique des monocytes
sur certaines lignées tumorales [25].
La synthése de MCP-1 par les cellu-

les endothéliales et musculaires lisses
apres induction par les lipoprotéines

peut étre soit stimulateur, soit inhi-
biteur de la prolifération des cellules

A
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TTNNGNAAT GGGAAATTCC

L8 (-64) TAATGAAAA (-81) TGGAATTTCC
MIP1 o (-115) TTGTGCAAC

MCP-1 (-79) TGGAAGATCC
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Transcrit
ARN
ARNm

Partie codante Partie non-codante

RNase
AAAA

\Sécréiion
-(MATTTA(T)-

Cytokine %

Dégradation

e TATTIATTAITIATGTATTIATTIAA
GROa TAITIATTIATTIATT

GROp TAITIATTTATTTAYTIATTTATTIATTY
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MCP-1  TTAATTCTTATTTAA

RANTES -

1309 TTTAAACATTTAAATTATA
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Séquences AT-riches potentiellement responsables
de l'instabilité des ARNm des protéines SIS

Figure 5. Séquences d’ADN et d’'ARN potentiellement régulatrices de
I'expression des protéines SIS. (A) Séquences d'ADN potentiellement
régulatrices de la transcription. Les facteurs de transcription (NF pour nuclear
factor) se lient a des séquences d’ADN en amont du site d’initiation de la trans-
cription. Les séquences « consensus » pour la liaison de deux facteurs nucléai-
res (NF-xB et NF-IL-6) sont indiquées, ainsi que la localisation de ces séquen-
ces dans les génes des protéines SIS (les chiffres indiquent le nombre de
nucléotides avant le site d‘initiation de la transcription). (B) Séquences
d’ARNm potentiellement régulatrices de la stabilité des ARNm. La régu-
lation de la dégradation des ARN messagers dans le cytoplasme a été asso-
ciée aux séquences AU-riches contenant le motif AUUUA dans la partie 3'-
non-codante de ces ARN [38]. De telles régions dans les ARNm des protéines
SIS sont indiquées et les motifs AUUUA sont soulignés sur cette figure.
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(LDL) est responsable de 1’accumu-
lation des macrophages a2 un stade
précoce de I’athérogeneése [43]. Ces
macrophages peuvent jouer un role
critique dans la pathologie en four-
nissant du PDGF, qui est un facteur
chimiotactique et de croissance pour
les cellules musculaires lisses.
L’utilisation directe en clinique de
deux protéines SIS, PF4 et MIPl«,
a ¢été suggérée. L’action anti-
angiogénique de PF4 donne lieu a
une activité antitumorale sur les
mélanomes et les carcinomes [44].
L’utilisation de MIPla a été propo-
sée pour inhiber la prolifération de
cellules souches hématopoiétiques lors
de la chimiothérapie, et permettre
ainsi a4 ces cellules d’échapper aux
effets néfastes d’un tel traite-
ment [24]. Comme c’est le cas pour
beaucoup de cytokines, il reste donc
a déterminer les bénéfices de I'utili-
sation en clinique des protéines SIS,
ou, a I'inverse, de I'utilisation d’inhi-
biteurs de leurs activités (récepteurs
« solubles », antagonistes...).

Conclusions

et perspectives : pourquoi
autant de cytokines
inflammatoires ?

Les protéines SIS sont impliquées
dans plusieurs phases de I'inflamma-
tion : myélopoiese, adhérence des
leucocytes aux cellules endothéliales,
chimiotactisme et activation des
leucocytes, angiogenese. Elles sont
codées par une famille de geénes, de
structure similaire, dérivés de dupli-
cations génétiques et groupés en au
moins deux Jloci chromosomiques (4q
et 17q).

Plusieurs de ces protéines partagent
les mémes activités, en particulier sur
le chimiotactisme des neutrophiles.
La raison d’étre de cette redondance
apparente peut €tre trouvée en par-
tie dans l’origine cellulaire de ces
protéines. NAP-1/IL-8 est produite
par des monocytes, alors que NAP-2
est produite principalement au niveau
des sites intravasculaires d’agrégation
et d’activation plaquettaires, c’est-a-
dire lors de thromboses ou de 1ésions
athéroscléreuses. Ces protéines ser-
vent donc a attirer les leucocytes vers
des sites différents (figure 1).

Les activités des différentes protéines

SIS font partie d’un réseau complexe m—
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de signaux. Dans le liquide synovial
de malades atteints d’arthrite rhuma-
toide, il n’existe pas de corrélation
claire entre le taux de I’'IL-8 et I’acti-
vité chimiotactique pour les neutro-
philes [43], ce qui laisse supposer la
présence de molécules agissant en
synergie ou en opposition avec
I’IL-8 ; une telle situation a été prou-
vée pour d’autres cytokines comme
I'IL-1 et le TNF. Dans le cas de
MIP1, une premiére indication sug-
gére que MIP1B serait un anta-
goniste, au niveau du récepteur, de
I'inhibition exercée par MIPl«a sur la
prolifération des cellules souches de
la moelle osseuse [46]. L’activité
hématopoiétique de la moelle pour-
rait étre contrdlée, en partie, par les
niveaux relatifs de ces deux protéines
(MIP1a et MIP18) qui sont produi-
tes par les monocytes et lymphocy-
tes T activés.

La multiplicité des protéines SIS est
variable selon les espéces. Pour I’ins-
tant, trois genes Gro ont été décou-
verts chez I’homme et seulement
deux chez la souris [15]. On ne sait
pas si les différentes protéines SIS
ont la méme activité. La substitution
de la proline (Groa) par la leucine
(GroB, %) en position 54 des protéi-
nes Gro (équivalent de la proline 19
dans I'IL-8, figure 4B) risque de
modifier la structure globale des
moléculeg et donc leurs activités [15].
Diverses variantes de MIPle,
MIP18 et PF4, codées par de multi-
ples genes, existent également chez
I’homme. En revanche, I'IL-8 -n’a
pas été détectée chez la souris.
L’organisation groupée des génes SIS
pourrait faciliter leur duplication lors
des remaniements chromosomiques
[5]. Ces duplications sont souvent des
événements récents. A travers les dif-
férentes espéces, nous constatons
donc les aléas du bricolage génétique
qu’est I’évolution.

Pour comprendre ce que signifie la
redondance apparente de ces protéi-
nes, il faudra étudier leurs inter-
actions avec leurs récepteurs. Pour
I’instant, ces études sont encore pré-
liminaires. Le récepteur pour I’IL-8
est aussi capable de lier la protéine
Groa, mais avec une affinité cinq fois
plus basse [47]. Il sera intéressant de
savoir a quel point les interactions
entre les récepteurs et les différentes

s Protéines SIS different du point de
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vue quantitatif (différentes affinités
pour le méme récepteur) plutt que
qualitatif (différents récepteurs). La
somme de ces interactions contribue
a un réseau de signaux responsable
du déclenchement et du maintien
d’un état inflammatoire M

Summary

A new family of inflammatory
cytokines

Over the last four years a new
family of inflammatory cytokines
has been discovered. These cyto-
kines constitute the SIS (small
induced secreted) protein family.
They show approximately 30 %
amino-acid identity, with charac-
teristic conserved cysteine residues.
They are synthesised by a variety
of leukocyte (monocyte,
lymphocyte, platelet) and non-
leukocyte (fibroblast, endothelial
and other) cell types. The charac-
teristic activity of these cytokines
is chemotaxis : principally for neu-
trophils or monocytes. They are
probably the primary agents res-
ponsible for the accumulation of
neutrophils and monocytes at
inflammatory sites. In addition,
they have been shown to exert
diverse effects (activation, growth,
differentiation) on a variety of cell
types. In such ways they partici-
pate with other cytokines in a
complex network of signals respon-
sible for the initiation and control
of the inflammatory response.

TlRES A PART p——
A. J. Minty.
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