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LISTE DES ABREVIATIONS	

ADN : acide désoxyribonucléique 

ADNc : acide désoxyribonucléique complémentaire 

Akt : « serine threonine protein kinase B » 

ARN : acide ribonucléique 

ARNm : acide ribonucléique messager 

CBD : « cytokine binding domain » 

CD : « cluster designation » 

CISS: “cold-induced sweating syndrome” 

CLC : « cardiotrophin like cytokine » 

CLF : « cytokine like factor » 

CNTF : « ciliary neurotrophic factor » 

CPA : cellule présentatrice d’antigène 

CSF : « colony stimulating factor » 

CT-1 : cardiotrophine 1 

Da : dalton 

EBI-3 : « Epstein Barr virus induced gene 3 » 

EGF : « epidermal growth factor » 

ELISA : « enzyme linked immunosorbant assay » 

EPO : érythropoïétine 

ERK : « extracellular regulated kinase » 
ES : « embryonic stem » 

Fas-L : Fas ligand 

FGF : « fibroblast growth factor » 
FnIII : fibronectine de type III 

Gab1: Grb2-associated binder-1 

G-CSF : « granulocyte colony stimulating factor » 

GFAP : « glial fibrillary acidic protein » 

GH : « growth hormone » 

GM-CSF : « granulocyte macrophage colony stimulating factor » 

gp : glycoprotéine 

GPI : « glycosyl-phosphatidyl-inositol » 

GPL : « gp130 like » 

Grb2: growth factor receptor bound-protein 

HCA : « hydrophobic cluster analysis » 

HHV8 : « human herpes virus 8 » 

ICAM : « intracellular adhesion molecule » 
IFN : interféron 

Ig like : « immunoglobulin like » 

IL: interleukine 

Jak : « Janus kinase » 

Kd : constante de dissociation 

KO : « knock out » 

KS : « Kaposi’s sarcoma » 

KSHV : « Kaposi’s sarcoma associated herpesvirus » 

LIF: « leukemia inhibitory factor » 

MAPK : « mitogen activated protein kinase » 



MAPKK : « mitogen activated protein kinase kinase »

NGF : « nerve growth factor » 

NK : « natural killer » 

NP : « neuropoietin » 

NPSA : « network protein sequence analysis » 

OSM : oncostatine M 

PBIL : pôle bioinformatique Lyonnais  

PI3K : « phosphatidyl inositol 3 kinase » 

PIAS : « protein inhibitory of activated STAT » 

PKC : protéine kinase C 

PLC : phospholipase C 
PMA : « phorbol myristate acetate » 

PRL : prolactine 

R : récepteur 

s : soluble 

SH : « Src homology » 

Shc : « SH2 and collagen homology domain containing protein » 

SHP : « SH2 domain containing tyrosine phosphatase » 

SIDA : syndrome d’immunodéficience acquise 

SLA : sclérose latérale amyotrophique 

SOCS : « suppressor of cytokine signaling » 

SOS: Son of sevenless 

STAT : « signal transducer and activator of transcription » 

TCCR : « T cell cytokine receptor » 

Th : « T helper » 

TNF : « tumor necrosis factor » 

TPO : thrombopoïétine 

TRAIL : « tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand » 

v : viral 

VEGF : « vascular endothelial growth factor » 

VIH : virus de l’immunodéficience humaine 

WSX-1 : « WSXWS type I cytokine receptor » 

WSXWS : tryptophane-sérine-acide aminé quelconque-tryptophane-sérine 
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L’échange d’informations entre les cellules est essentiel pour maintenir l’équilibre entre 

les différents systèmes en particulier les systèmes immunologique, hématologique et nerveux. 

La communication intercellulaire permet de coordonner la croissance, la différenciation, la 

prolifération, le métabolisme et les fonctions effectrices des cellules de différents organes, ou 

tissus, chez les organismes pluricellulaires. L’échange de ces informations se fait par contact 

direct entre les cellules via des molécules d’adhésion exprimées à leur surface ou par 

l’intermédiaire des médiateurs solubles de différentes natures, permettant ainsi aux cellules de 

communiquer à distance. Il peut s’agir notamment d’hormones, de cytokines ou de 

neurotransmetteurs et leur mode d’action peut être paracrine, autocrine ou endocrine. 

Les cytokines jouent un rôle important dans la communication entre les cellules d’un 

organisme pluricellulaire. Ces médiateurs intercellulaires, qui agissent à des concentrations de 

l’ordre du picomolaire ou du nanomolaire, interviennent surtout dans la régulation de 

l’immunité, de l’hématopoïèse et lors de l’inflammation. Certaines ont aussi des actions au 

niveau du système nerveux. Ces protéines solubles de faible masse moléculaire, 10 à 50 kDa, 

peuvent être stabilisées par des N- et/ou O-glycosylations ainsi que par des ponts disulfures 

intracaténaires. Elles sont rapidement synthétisées et secrétées par les cellules. Leur durée de 

vie est courte in vivo et par conséquent elles agissent le plus souvent par un mode paracrine ou 

autocrine. La plupart des cytokines sont difficiles à détecter dans le sérum, car les cellules qui 

les produisent sont adjacentes aux cellules cibles et, le plus souvent, une très faible quantité de 

cytokine est libérée dans le milieu extracellulaire. Les cytokines se caractérisent souvent par 

leur pléiotropie, agissant sur différents types cellulaires, et par leur redondance fonctionnelle 

en exerçant des effets identiques sur une même cellule.  

La famille des cytokines comprend de nombreuses molécules. Les principales sont les 

suivantes : les Interleukines (IL), protéines d’échange d’information entre les cellules du 

système immunitaire ; les interférons (IFN) de type I et de type II ; les « Colony Stimulating 

Factor » (CSF), qui contrôlent la différenciation et la prolifération des cellules souches et des 

précurseurs hématopoïétiques ; et les facteurs de nécrose comprenant les « tumor necrosis 

factor » (TNF) α et β, identifiés pour leurs propriétés lymphotoxique et inflammatoire. 

Les cytokines peuvent être classées en différentes familles selon leur structure 

tridimensionnelle. En effet, même si ces molécules possèdent peu d’homologie dans leur 

structure primaire, à l’inverse elles ont une structure tertiaire très proche. Des études de 

Fernando Bazan, par alignement de séquences, ont montré des homologies dans la structure 
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secondaire de certaines cytokines. Elles possèdent une structure en quatre hélices α disposées 

de façon antiparallèles deux à deux (1, 2). Les cytokines possédant cette structure ont été 

classées en deux sous-groupes en fonction de la longueur des hélices. Tout d’abord, certaines 

présentent des hélices α courtes comme l’IL-2, l’IL-3, l’IL-4, l’IL-5, l’IL-7, l’IL-9, l’IL-13, 

l’IL-15 et le « Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor » (GM-CSF). Au 

contraire, d’autres possèdent de longues hélices α. Il s’agit de l’IL-6, l’IL-11, l’IL-12, le 

« Granulocyte Colony Stimulating Factor » (G-CSF), l’érythropoïétine (EPO), la 

thrombopoïétine (TPO), l’hormone de croissance (GH), la prolactine (PRL), le « Leukemia 

Inhibitory Factor » (LIF), le « Ciliary Neurotrophic Factor » (CNTF), l’Oncostatine M 

(OSM), la Cardiotrophine 1 (CT-1), le « Cardiotrophin Like Cytokine » (CLC), la 

Neuropoiétine (NP) et le « Growth Promoting Activity factor » (GPA) Pour certaines 

cytokines, les structures tridimensionnelles prédites ont été confirmées par des études 

cristallographiques (GH, EPO, G-CSF, IL-6, LIF, CNTF, OSM) (3-8). 

Aujourd’hui, les cytokines sont généralement classées selon les récepteurs avec lesquels 

elles interagissent. Elles agissent sur leurs cellules cibles en se fixant sur la partie 

extracellulaire de récepteurs membranaires spécifiques. Leurs récepteurs sont, en général, 

multimériques et certaines sous-unités réceptrices, les chaînes transductrices, possèdent un 

domaine cytoplasmique. A la suite de la fixation d’une cytokine, une réponse cellulaire est 

initiée grâce aux voies de signalisation intracellulaire induisant ainsi la transcription de gènes 

cibles. Les récepteurs de cytokines existent sous forme membranaire mais peuvent également 

exister sous forme soluble. Ces récepteurs solubles résultent, d’un clivage d’une liaison GPI 

grâce à l’action de la phospholipase C, d’un épissage alternatif ou d’une protéolyse limitée de 

la molécule. 

L’identification des récepteurs a permis de définir différents groupes selon leur structure 

et/ou leurs activités biologiques (Figure 1). On peut distinguer la superfamille des 

immunoglobulines (récepteur du « Platelet Derived Growth Factor » (PDGF), de 

l’ « Epidermal Growth Factor » (EGF), du « Macrophage Colony Stimulating Factor » (M-

CSF) et du « Stem Cell Factor » (SCF) par exemple), les récepteurs de la famille du « Tumor 

Necrosis Factor » (TNF, NGF, CD-40, Fas-ligand, TRAIL), les récepteurs de chimiokines, les 

récepteurs de cytokines de classe II (IFNα, IFNβ, IFNγ, IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, 

IL-26), et les récepteurs de cytokines de classe I. Ces derniers comprennent les récepteurs de 

l’IL-2, l’IL-3, l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6, l’IL-7, l’IL-9, l’IL-11, l’IL-12, l’IL-13, l’IL-15, l’IL-21, 

l’IL-23, l’IL-27, l’IL-31, de « Thymic Stromal Lymphopoietin » (TSLP), du G-CSF, du GM-
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CSF, de la GH, de l’EPO, de la TPO, de la PRL, de la leptine, du LIF, du CNTF, de l’OSM, 

de la CT-1, de CLC et de la NP. 

Récepteurs de la superfamille

des immunoglobulines

Récepteurs des cytokines

de classe I

Récepteurs des cytokines

de classe II

Récepteurs des TNF Récepteurs des chimiokines
Récepteurs de la superfamille

des immunoglobulines

Récepteurs des cytokines

de classe I

Récepteurs des cytokines

de classe II

Récepteurs des TNF Récepteurs des chimiokines

Figure 1 : Schéma des récepteurs de cytokines 

(Modifié d’après Immunologie-Kuby) 

Ce dernier groupe de récepteurs est appelé superfamille des récepteurs de cytokines ou 

récepteurs de type I. Les récepteurs de cette famille ont des caractéristiques structurales 

communes, ce sont des chaînes polypeptidiques à un seul domaine transmembranaire avec 

une extrémité N-terminale extracellulaire et une extrémité C-terminale intracellulaire (1). La 

région extracellulaire contient un domaine appelé domaine de liaison de la cytokine ou 

« cytokine binding domain » (CBD) caractérisé par quatre cystéines en positions conservées 

en N-terminal et par un motif tryptophane-sérine-acide aminé quelconque-tryptophane-sérine 

(WSXWS) en C-terminal de ce domaine. Ces récepteurs sont glycosylés et ils sont le plus 

souvent multimériques. Ils ne possèdent pas d’activité tyrosine kinase intrinsèque et 

requièrent, par conséquent, des protéines kinases intracellulaires pour la transduction du 

signal. Afin d’initier un signal, une cytokine peut se fixer, d’une part, à une petite chaîne 
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réceptrice spécifique à court domaine intracellulaire dite chaîne α. Ce complexe recrute 

ensuite un homodimère ou un hétérodimère de sous-unités appelées « chaînes β », à long 

domaine intracellulaire, capable d’être phosphorylées et d’assurer ainsi la transduction du 

signal. Les chaînes α sont liées à la membrane par un domaine transmembranaire suivi d’un 

court domaine intracellulaire, ou par un lien « Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol » (GPI). 

D’autre part, les cytokines peuvent aussi se fixer directement sur une chaîne β et ce complexe 

recrute ensuite une deuxième chaîne β. Les chaînes β, chaînes de transduction du signal 

peuvent être communes à plusieurs cytokines et cette caractéristique permet de définir des 

sous-familles dans ce groupe de cytokines. Ainsi, l’IL-2, l’IL-4, l’IL-7, l’IL-9, l’IL-15, l’IL-

21 partagent une sous-unité appelée γc. L’IL-4 et l’IL-13 partagent le récepteur de l’IL-4 (IL-

4R) ; l’IL-7 et TSLP partagent le récepteur IL-7R. De la même façon, l’IL-3, l’IL-5 et le GM-

CSF ont en commun la sous-unité βc. L’IL-12 et l’IL-23 partagent une chaîne de transduction 

appelée IL-12Rβ1. Enfin, l’IL-6, l’IL-6 virale (IL-6v), l’IL-11, le LIF, le CNTF, l’OSM, la 

CT-1, le CLC, la NP et l’IL-27 partagent la chaîne de transduction gp130 définissant ainsi les 

cytokines de la famille de l’IL-6.  
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Chapitre 1 

Les cytokines de la famille de l’interleukine 6 et leurs récepteurs 

1. Structure des cytokines et des récepteurs

 1.1. Structure des cytokines

 Les cytokines de la famille de l’IL-6 sont aujourd’hui au nombre de onze, il s’agit de 

l’IL-6, de l’IL-6v, du LIF, de l’IL-11, du CNTF, de l’OSM, de la CT-1, du CLC, de l’IL-27, 

de la NP et de l’IL-31. Si ces cytokines ne présentent qu’environ 15 à 20% d’homologie entre 

elles dans leur structure primaire, elles ont à l’inverse une structure tertiaire très proche. Elles 

s’organisent en quatre hélices α antiparallèles deux à deux (1). Les deux premières hélices, 

nommées respectivement A et B, sont reliées par une longue boucle AB, et les hélices B et C, 

reliées par une courte boucle BC, sont ainsi disposées de façon antiparallèle. Puis l’hélice C 

est liée à l’hélice D par une longue boucle CD, permettant alors aux hélices A et D d’être elles 

aussi antiparallèles (figure 2).  

Figure 2 : Sructure tridimensionnelle en ruban de l’IL-6. 

 Cette structure a été confirmée par cristallographie pour quatre cytokines : l’IL-6, le 

LIF, le CNTF et l’OSM (figure 3) (5-8). 
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Figure 3 : Représentation en ruban des structures cristallographiques de l’IL-6, du 

CNTF, du LIF et de l’OSM.

 1.2. Structure des récepteurs de cytokines  

 Les cytokines se fixent sur leurs récepteurs de façon spécifique et avec une haute 

affinité. Les récepteurs sont des complexes multimériques et trois modèles sont décrits. Le 

premier est l’homodimérisation de chaînes réceptrices (IL-6v). Le deuxième est 

l’hétérodimérisation des unités réceptrices (LIF, OSM, IL-31, CT-1, IL-27). Le troisième cas, 

la trimérisation des récepteurs est le plus fréquent (IL-6, IL-11, CNTF, CLC, NP). Il s’agit 

d’un complexe formé d’une cytokine et d’une chaîne α qui recrute ensuite un homodimère ou 

un hétérodimère de chaînes réceptrices.  

 Les récepteurs de cytokines appartiennent aux récepteurs de classe I. En effet, leur 

extrémité N-terminale est extracellulaire, ils possèdent un domaine transmembranaire de 20 à 

30 aminoacides, à l’exception du CNTFR qui est ancré dans la membrane plasmique par un 

lien « glycosyl-phosphatidyl-inositol » (GPI). Leur extrémité C-terminale est par conséquent 

intracellulaire. Les récepteurs de cytokines sont composés de différents domaines 

extracellulaires aussi appelés modules. La région extracellulaire des récepteurs s’organise en 

domaines de type fibronectine de type III (FnIII), composés de sept feuillets β repliés les uns 

sur les autres par groupes de trois ou quatre, comme cela est indiqué pour gp130 dans la 

figure 4.  

 Au niveau extracellulaire, trois domaines peuvent être définis : les modules de fixation 

de la cytokine ou « cytokine binding domain » (CBD), les domaines de type 

« immunoglobuline like » (« Ig like ») et les domaines de type FnIII. Le CBD est composé de 

deux domaines de type FnIII : le premier N-terminal (domaine D2) comporte quatre résidus 

cystéine en positions conservées pouvant former des ponts disulfures et le second en C-

terminal (domaine D3) contient un motif consensus caractéristique (WSXWS). Le domaine de 

type « Ig like » (domaine D1) correspondant également à un domaine de type FnIII, est 
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nommé ainsi en raison de ses homologies avec les régions constantes des immunoglobulines. 

Dans la région proximale à la membrane plasmique, certains récepteurs de cytokines 

présentent trois domaines de type FnIII (Figure 5).

« Cytokine Binding Domain » (CBD)

Domaine « Ig like »

« Cytokine Binding Domain » (CBD)

Domaine « Ig like »

Figure 4 : Structure des domaines « Ig-like » et CBD de gp130 

Chaîne ββββ

D1

D2

D3

Domaine « Ig like »

Domaine FnIII

Domaines  transmembranaire et 

intracellulaire

Boîte 1 (Fixation des Jaks)

Boîte 3 (Fixation des STATs)

Domaine 

extracellulaireD1

D2

D3

Chaîne αααα

Cystéines conservées

Motif WSXWS
CBD

Chaîne ββββ

D1

D2

D3

Domaine « Ig like »

Domaine FnIII

Domaines  transmembranaire et 

intracellulaire

Boîte 1 (Fixation des Jaks)

Boîte 3 (Fixation des STATs)

Domaine 

extracellulaireD1

D2

D3

Chaîne αααα

Cystéines conservées

Motif WSXWS
CBD

Figure 5 : Représentation schématique de la structure des chaînes réceptrices des 

cytokines. 

 La région intracellulaire ne présente pas de structure conservée et est plus ou moins 

longue selon les chaînes réceptrices. Elle est très courte pour les chaînes α, environ 80 acides 

aminés, et ne possède pas de motif fonctionnel connu pouvant permettre la transduction 

intracellulaire du signal. Les autres chaînes, appelées chaînes β, présentent un domaine 

intracellulaire beaucoup plus long contenant des motifs fonctionnels conservés, appelés 

boîtes. Ces dernières sont reconnues par des protéines intracellulaires à activité tyrosine 

kinase, permettant ainsi la transduction du signal au niveau intracellulaire. 
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 1.3. Les sites d’interaction entre les cytokines et les récepteurs

 La formation de complexes protéiques ligands/récepteurs est la première étape 

nécessaire à l’activation du signal intracellulaire. Les sites d’interaction entre les cytokines et 

leurs récepteurs sont aujourd’hui bien définis. 

  1.3.1. Les sites d’interaction des cytokines avec leurs récepteurs  

 Les cytokines de la famille de l’IL-6 sont constituées de quatre hélices α antiparallèles 

deux à deux. En 1992, la cristallographie du complexe GH/GHR a permis de définir les sites 

d’interaction d’un ligand avec ses chaînes réceptrices (3) et des travaux de mutagénèse 

extensive ont été effectués sur ce complexe (9, 10). Deux sites d’interaction ont pu être 

identifiés sur l’hormone de croissance, et chaque site se lie à une des deux chaînes réceptrices. 

Le premier site (site I) est composé d’aminoacides de l’hélice D, de l’hélice A et de la boucle 

AB. Le second site (site II) est formé de résidus des hélices A et C.  

A

Site III

Site IIa

Site I

B

C

D

A

Site III

Site IIa

Site I

B

C

D

A

Site III

Site IIa

Site I

B

C

D

A

Site III

Site IIa

Site I

B

C

D

Figure 6 : Localisation des sites d’interactions potentiels d’une cytokine de la famille de 

l’IL-6 avec son récepteur 

Des études de mutagénèse dirigée ont mis en évidence, dans les cytokines de la famille 

de l’IL-6, trois sites d’interaction avec les chaînes réceptrices (Figure 6). Les sites I et II, 

définis par analogie avec le complexe GH/GHR, sont également constitués de résidus 

appartenant à la boucle AB, à l’extrémité de l’hélice D et aux hélices A et C respectivement. 

De plus, un troisième site (site III) a été identifié sur les cytokines de la famille de l’IL-6, 

localisé à l’extrémité N-terminale de l’hélice D. Ce site est engagé dans l’interaction de la 
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cytokine avec une chaîne β. Les études de prédiction de structure par modélisation 

moléculaire confortées par des études de mutagénèse dirigée ont montré que le ligand 

interagit avec son récepteur α par l’intermédiaire de quelques résidus spécifiques, proches 

dans la structure tridimensionnelle de la molécule. Ainsi, les cytokines telles que le LIF, 

l’OSM, la CT-1 et le CNTF, interagissent avec le LIFR par un motif conservé constitué d’une 

phénylalanine et d’une lysine distantes de deux résidus dans la séquence primaire. Ce motif 

FXXK est situé au niveau du site III (11-13). Les résidus du site I, impliqués dans 

l’interaction de la cytokine avec le récepteur α, ont été définis pour l’IL-6, l’IL-11, le CNTF 

et le CLC (14-16). 

  1.3.2. Les sites d’interaction des récepteurs avec les cytokines

 Les récepteurs des cytokines de la famille de l’IL-6 sont constitués de domaines 

conservés dans leur partie extracellulaire et, en particulier, du domaine « de fixation de la 

cytokine », le CBD (1). Ce dernier est formé de deux domaines de type FnIII. Le domaine N-

terminal présente quatre cystéines, en positions conservées, permettant la formation de ponts 

disulfures. Le domaine C-terminal possède le motif caractéristique WSXWS, souvent utilisé 

pour identifier de nouveaux récepteurs de cytokines comme par exemple le CLF (17). Comme 

son nom l’indique, le CBD est connu pour intéragir avec la cytokine. En effet, les régions 

impliquées dans l’interaction GHR/GH sont situées dans le CBD et plus précisément dans les 

boucles proches de la région charnière entre les deux régions du CBD (3). Des études de 

mutagénèse dirigée montrent que l’interaction de gp130 avec le site II du ligand se fait par un 

nombre limité de résidus, éloignés dans la structure primaire, mais proches dans la structure 

tridimensionnelle de la chaîne (18, 19). Le deuxième domaine conservé des récepteurs 

impliqué dans la fixation du ligand est le domaine « Ig like ». Il est impliqué dans 

l’interaction du récepteur avec le site III de la cytokine. Pour exemple, la cristallographie du 

complexe IL-6v/gp130 en solution montre que le complexe est tétramérique 2:2 et que chaque 

molécule de gp130 interagit avec le site II de l’IL-6v par l’intermédiaire de son CBD et avec 

le site III de la cytokine via son domaine « Ig like » (20). Des résultats similaires ont été 

obtenus pour le complexe G-CSF/G-CSFR après des études de mutagénèse dirigée (21). De 

même, nous avons démontré l’implication du domaine « Ig like » du LIFR dans la fixation du 

LIF et de la CT-1 mais également, de manière moins importante, dans la fixation de l’OSM 

qui interagit en premier avec gp130 (13). 
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 Il semble donc que le domaine « Ig like » et le CBD définissent les sites d’interaction 

entre les chaînes réceptrices et les ligands. Les sites I, II et III sont en fait des interfaces entre 

la cytokine et son récepteur. Cependant, d’autres sites, tels que les sites IIb et IIIb, ont été 

définis et permettent des interactions entre les chaînes réceptrices. Leur implication a 

également été mise en évidence dans la formation du complexe cytokine/récepteur (22) 

(Figure 7). 

Figure 7 : Localisation des sites d’interaction du complexe IL-6/récepteur de l’IL-6. 

2. Les membres de la famille de l’IL-6 et leurs récepteurs

 2.1. L’interleukine 6

 Weissenbach décrit en 1980, l’IFNβ2 comme capable de protéger des fibroblastes en 

culture contre une infection virale (23). En 1985, une protéine nommée « B-cell stimulatory 

factor 2 » (BSF-2) est isolée pour sa capacité à induire la secrétion des immunoglobulines par 

les lymphocytes B (24). Dans les deux cas, il s’agit de l’IL-6, dont le gène humain est situé 

sur le chromosome 7. Cette cytokine de 26 kDa est produite par les lymphocytes B et T, les 

macrophages, les cellules stromales de la moelle osseuse, les fibroblastes, les kératinocytes, 

les cellules du mésenchyme, ainsi que par les astrocytes et les cellules endothéliales. 

 Ses activités sont multifonctionnelles puisqu’elle intervient aussi bien au niveau des 

systèmes immunitaire et nerveux que dans l’hématopoïèse, dans la régulation de 

l’inflammation ou le remodelage osseux. En effet, elle est capable d’augmenter la production 

d’immunoglobulines par les lymphocytes B et active les lymphocytes T en augmentant leur 

capacité lytique vis-à-vis de certains antigènes (25). Elle constitue un cofacteur des cellules 

hématopoïétiques, agissant en synergie avec l’IL-3 et le GM-CSF, pour augmenter le potentiel 

prolifératif des précurseurs hématopoïétiques (26). L’IL-6 peut agir à différents niveaux du 
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système nerveux, induisant, par exemple, la différenciation de neuroblastomes in vivo (27), ou 

favorisant la survie et la prolifération de glioblastomes. Au niveau des cellules hépatiques, 

elle agit comme un puissant activateur des protéines de la phase aiguë de l’inflammation 

(haptoglobine et fibrinogène) (28). Au niveau osseux, elle est capable d’induire la 

différenciation de précurseurs hématopoïétiques vers un phénotype d’ostéoclastes, afin de 

favoriser la résorption osseuse (29) (Figure 8). 
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Figure 8 : Activités biologiques pléiotropes de l’IL-6. 

Les expériences d’inactivation ou de surexpression du gène de l’IL-6 ont confirmé 

l’importance des fonctions biologiques de cette cytokine in vivo. Son absence, induite chez 

des souris, entraîne une déficience de la réponse immunitaire humorale, une diminution de 

l’activation hépatocytaire inflammatoire à la suite d’une infection ou d’une lésion tissulaire 

(30), ainsi qu’une absence de remodelage osseux après ovariectomie (31). A l’opposé, les 

souris surexprimant l’IL-6 produisent une quantité importante de protéines de la phase aiguë 

de l’inflammation et développent une plasmacytose importante (32, 33).
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Afin d’exercer ses effets biologiques, l’IL-6 se fixe sur la chaîne IL-6Rα avec une 

affinité modérée (Kd=10
-9

M). Cette chaîne réceptrice est une glycoprotéine de 80 kDa, encore 

appelée gp80 (34), dont l’expression est restreinte aux leukocytes et aux hépatocytes. Le gène 

codant pour cette protéine humaine se trouve sur le chromosome 1. Sa partie extracellulaire 

est composée en N-terminal d’un domaine de type « Ig like », puis d’un domaine CBD et de 

trois domaines FnIII. Le domaine « Ig like » ne semble pas être impliqué dans la fixation de la 

cytokine, puisque la délétion de cette région n’entraîne pas de modification de l’interaction 

entre l’IL-6 et son récepteur (35). Ensuite, le domaine transmembranaire est suivi d’une 

courte région intracellulaire de 82 acides aminés. Ces deux dernières régions ne sont pas 

nécessaires à la transduction du signal initié par l’IL-6, puisque le récepteur soluble sIL-6Rα

est capable de remplacer la chaîne membranaire (36). Cette forme soluble naturelle de l’IL-

6Rα fixe l’IL-6 avec la même affinité que la forme membranaire. Ce complexe IL-6/sIL-6Rα

est capable d’induire une signalisation dans des cellules exprimant uniquement gp130 à la 

membrane : ce phénomène est appelé « transsignalisation » (37, 38). Etant donné l’expression 

restreinte de l’IL-6Rα, ce phénomène augmente considérablement le nombre de cellules 

cibles potentielles pour l’IL-6 (39). Cette observation est importante concernant les réponses 

inflammatoires in vivo puisque les cellules endothéliales et musculaires lisses, qui exercent 

des rôles clés dans les processus inflammatoires, n’expriment pas l’IL-6Rα à la membrane. 

Ainsi, grâce à ce mécanisme, l’IL-6 peut agir sur ces cellules et par conséquent, elle peut 

jouer un rôle dans l’inflammation. Ce rôle de l’IL-6 est renforcé par le fait que cette cytokine 

induit, en combinaison avec le TGFβ, la différenciation des cellules TH17 chez la souris, 

cellules impliquées dans les désordres inflammatoires lors de maladies autoimmunes (40). 

Des études récentes suggèrent que ce mécanisme de transsignalisation serait majoritairement 

impliqué dans la signalisation de l’IL-6, associée à son activité proinflammatoire sous 

conditions pathologiques (41-46).

Le groupe de Kishimoto a recherché la protéine capable de s’associer avec l’IL-6Rα

en présence d’IL-6 et de transduire un signal intracellulaire. Cette approche a permis 

d’identifier la molécule gp130 (47). Contrairement à l’IL-6Rα dont l’expression est restreinte, 

l’expression de gp130 est ubiquitaire. Cette glycoprotéine, dont le gène est localisé sur le 

chromosome 5 chez l’homme, a une masse moléculaire de 130 kDa (47). Sa partie 

extracellulaire comporte, en N-terminal, un domaine de type « Ig like » puis un domaine 

CBD, constitué d’un premier domaine FnIII présentant les quatre cystéines en positions 

conservées et d’un second contenant le motif WSDWS, et enfin de trois domaines FnIII dans 
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la région proximale à la membrane plasmique. La région intracellulaire de ce récepteur est 

impliquée dans la transduction du signal et contient des motifs fonctionnels conservés (une 

boîte 1, une boîte 2 et une boîte 3).

Chez la souris, l’inactivation du gène gp130 conduit à la mort des embryons entre le 

12ème et le 17ème jour de gestation. Ce phénotype létal est associé à un défaut majeur dans le 

développement du myocarde et à des défaillances au niveau de l’hématopoïèse (48). Afin 

d’étudier le phénotype adulte correspondant à l’inactivation de gp130, un modèle 

d’inactivation inductible a été élaboré chez la souris montrant des déficits neurologiques, 

cardiaques, hématopoïétiques, hépatiques et pulmonaires. Ces observations soulignent ainsi 

l’importance de gp130 et donc des cytokines de cette famille dans le développement mais 

également chez l’adulte (49). La distribution ubiquitaire de gp130 s’explique donc par 

l’importance de cette chaîne et le fait qu’il représente l’élément incontournable des récepteurs 

des cytokines de la famille de l’IL-6 (47).

L’IL-6, via son site I, se fixe sur son récepteur de basse affinité l’IL-6Rα et ce 

complexe recrute ensuite gp130 pour former le récepteur de haute affinité pour l’IL-6 

(Kd=10
-11

M). De plus, il a été montré que le complexe IL-6/IL-6Rα/gp130 est actif sous 

forme héxamérique avec deux molécules d’IL-6, deux d’IL-6Rα et deux de gp130 (22). L’IL-

6 ou l’IL-6Rα sont incapables de fixer gp130 individuellement (34, 47).

Les souris transgéniques doubles, qui surexpriment IL-6 et IL-6Rα, présentent une 

activation constitutive de gp130 entraînant alors une hypertrophie cardiaque et une 

hyperplasie des cellules hépatiques (50, 51). Ces résultats suggèrent donc le rôle essentiel de 

ces protéines dans la physiologie du myocarde et du foie in vivo.

 2.2. L’interleukine 6 virale

 L’interleukine 6 virale (IL-6v) a été isolée à partir de tissus infectés par le virus de 

l’herpès associé au sarcome de Kaposi (KSHV ou HHV8) (52). Cette protéine virale de 204 

acides aminés présente 24,7% d’identité et 49,7% de similarité avec l’IL-6 humaine. 

 Ses activités semblent très proches de celles de son homologue humain, puisque l’IL-

6v entraîne la prolifération de lignées cellulaires issues de myélomes humains. Cependant, il 

semble que son activité spécifique soit plus modérée que celle de l’IL-6 (53). La découverte 

de cytokines virales, capables d’interagir avec des récepteurs humains, met en évidence le 

détournement des fonctions cellulaires au profit du virus. L’IL-6v favorise ainsi la 
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prolifération et la résistance à l’apoptose des cellules infectées. Par conséquent, après une 

infection par le KSHV, cette cytokine pourrait favoriser le développement de pathologies liées 

à l’IL-6 humaine telles que le sarcome de Kaposi, la maladie de Castelman ou le myélome 

multiple (53). Plus récemment, il a également été démontré que l’IL-6v bloque le recrutement 

de neutrophiles in vivo lors de la phase aigüe de l’inflammation (54). Ces résultats démontrent 

que l’IL-6v peut modifier, voire supprimer, les réponses immunitaires innées chez l’hôte et, 

par conséquent, elle pourrait en partie être à l’origine de l’apparition d’infections 

opportunistes chez des patients infectés par le virus de l’herpès HHV8. 

 Le récepteur de l’IL-6v est constitué d’un homodimère de gp130 (55). La structure 

cristallographique de l’IL-6v complexée à gp130 a été résolue par l’équipe du Dr. K.C. 

Garcia. Ce complexe est tétramérique avec deux molécules d’IL-6v et deux molécules de 

gp130 (20) (figure 9). Chaque cytokine se fixe aux deux molécules de récepteur, le site II de 

l’IL-6v se lie au CBD de gp130 et le site III au domaine « Ig like » de l’autre molécule de 

gp130. Le site I de l’IL-6v reste accessible à une interaction potentielle avec un récepteur de 

type α comme l’IL-6Rα qui pourrait ainsi moduler l’activité de l’IL-6v. 

Figure 9 : Représentation en ruban du complexe IL-6v/gp130 

(d’après Chow et al., Science, 2001). 

 2.3. L’interleukine 11

 D’abord identifiée chez le primate, l’IL-11 a été clonée à partir de la lignée cellulaire 

stromale de moëlle osseuse PU34 et son homologue humain, dont le gène se situe sur le 

chromosome 19, a été cloné à partir de la lignée de cellules primaires embryonnaires de 

poumon MRC-5 (56). L’IL-11 a d’abord été identifiée pour son action proliférative sur une 
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lignée cellulaire de plasmacytome murin et pour son rôle inhibiteur de l’adipogénèse sur la 

lignée cellulaire 3T3-L1 (57, 58). Cette protéine de 23 kDa est produite par de nombreux 

types cellulaires parmi lesquels, différentes lignées cellulaires fibroblastiques ainsi que des 

glioblastomes ou des mélanomes (59). 

 Comme les autres cytokines de la famille de l’IL-6, l’IL-11 exerce des activités 

pléiotropiques. Cette protéine a un rôle dans le système hématopoïétique. Elle stimule 

l’augmentation du nombre et de la taille des colonies de précurseurs mégacaryocytaires en 

synergie avec l’IL-3, le SCF ou la TPO, ce dernier étant le facteur de croissance majeur de ce 

type cellulaire (60, 61). Elle permet aussi d’augmenter la réponse anticorps spécifique de 

l’antigène (62) et elle intervient comme cofacteur dans l’érythropoïèse (63). En dehors du 

système hématopoïétique, l’IL-11 agit sur les adipocytes et augmente la synthèse des 

protéines de la phase aiguë de l’inflammation (64). Elle joue également un rôle dans le 

développement nerveux en induisant une différenciation neuronale et en favorisant la 

maturation et la survie des oligodendrocytes ainsi que la formation de myéline (65, 66) ou 

encore dans le remodelage osseux par induction de la formation d’ostéoclastes (67). Il a été 

décrit, comme pour le LIF, une expression de l’IL-11 au niveau utérin chez des souris 

gestantes et un rôle majeur a été observé pour l’implantation de l’embryon dans l’utérus (68). 

Plus récemment, cette cytokine a été qualifiée de « cardioprotectrice » (69) et elle est  testée 

en clinique pour éviter la thrombopénie chez des patientes atteintes d’un cancer du sein et 

traitées par chimiothérapie ou chez des patients atteints de myélodysplasie (70, 71). 

 En 1994, le groupe de Hilton a cloné un récepteur murin de faible affinité pour l’IL-11 

(Kd=10 nM) : il s’agit de l’IL-11R (72). Son homologue humain, identifié par le groupe de 

Yannick Jacques, possède 82% d’homologie avec la chaîne murine (73). Il est exprimé dans 

les tissus hématopoïétiques tels que la moelle osseuse, le thymus, la rate, mais également dans 

le cerveau, le cœur, le rein et l’utérus (72). L’IL-11 se fixe sur l’IL-11R et ce complexe 

recrute ensuite la chaîne gp130, pour former le récepteur de haute affinité de l’IL-11 

(Kd=300-800 pM) (figure 10) (74). Dans sa région extracellulaire, l’IL-11R possède en N-

terminal, un domaine de type « Ig like », puis un domaine CBD suivi de trois domaines FnIII. 

Le domaine intracellulaire de ce récepteur est très court et n’induit pas de signal 

intracellulaire (75). 

 L’inactivation du gène de l’IL-11R n’entraîne pas de défaillance dans l’hématopoïèse 

(76), les souris femelles sont stériles en raison d’un défaut d’implantation de l’embryon dans 
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l’utérus (68). Ce phénotype est à rapprocher de celui des souris inactivées pour le LIF et il 

révèle un rôle majeur de l’IL-11 dans la fertilité.
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D2

D3

IL-11 Cytokine

CBD

Domaine « Ig
like »

Domaine FnIII

Domaines  transmembranaire et 
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Boîte 3 (Fixation des STATs)

Domaine 
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Figure 10 : Représentation schématique du récepteur de l’IL-11. 

2.4. La cardiotrophine 1

 La cardiotrophine 1 (CT-1) est une cytokine isolée pour sa fonction hypertrophiante, 

in vitro, sur des cellules du myocarde (77). Caractérisée dans un premier temps chez la souris, 

elle fut ensuite identifiée chez l’homme puis chez le rat. Chez l’homme, son gène se situe sur 

le chromosome 16 et sa masse moléculaire apparente est de 21,5 kDa (78). Cette protéine, 

bien que sécrétée, ne possède pas de peptide signal. Son transcrit est exprimé dans différents 

tissus chez l’adulte comme, par exemple, le cœur, le muscle squelettique, le foie, le poumon 

et le rein. 

 Ses activités biologiques sont multiples, la CT-1 permet d’inhiber la prolifération de la 

lignée myéloïde M1 et d’induire sa différenciation en macrophages. La CT-1 inhibe 

également la différenciation spontanée des cellules souches embryonnaires (79). Comme 

d’autres cytokines de la famille, la CT-1 est un inducteur des protéines de la phase aiguë de 

l’inflammation par les hépatocytes (80) et elle induit la sécrétion d’IL-6 par certains types 

cellulaires (81). Récemment, un rôle hépatoprotecteur de la CT-1 a été mis en évidence en 

démontrant que cette cytokine est un facteur de survie des hépatocytes (82, 83). Au niveau du 

système nerveux, la CT-1 est un facteur de croissance pour différents types de neurones 

(sensitifs, dopaminergiques, cholinergiques et moteurs) (77, 79) et elle permet d’induire la 

différenciation des neurones noradrénergiques en neurones cholinergiques, ainsi que la survie 

des neurones dopaminergiques de rat (84). Comme le LIF, la CT-1 induit, en synergie avec la 
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« Bone Morphogenetic Protein-2 » (BMP-2), la différenciation des cellules neuroépithéliales 

en astrocytes (85). De plus, il a été montré que la CT-1 est capable, in vitro et in vivo, de 

maintenir la survie de motoneurones embryonnaires (86). L’inactivation du gène de la CT-1 

confirme ces résultats, puisqu’elle entraîne une augmentation de la mort de certaines sous-

populations de motoneurones (87). De plus, les souris déficientes en CT-1 présentent une 

sensibilité accrue à l’apoptose hépatique et l’injection de CT-1 induit une hypertrophie 

hépatique confirmant ainsi le rôle hépatoprotecteur de cette cytokine (87-89). 

 Des études fonctionnelles et de fixation sur le récepteur ont montré que la CT-1 se fixe 

sur un hétérodimère constitué de gp130 et de LIFR (figure 11) (79, 86, 90, 91). Cependant, il 

a été rapporté que la signalisation induite par la CT-1 dans les cellules neuronales pourrait 

nécessiter une sous-unité, non identifiée à ce jour, associée au complexe gp130/LIFR (90, 91). 

Ces études ont également montré que la CT-1 se fixe au LIFR avec une affinité équivalente à 

celle du LIF mais elle ne peut pas fixer gp130 individuellement. Cependant l’addition de 

gp130 potentialise la fixation de CT-1 au LIFR. De ces observations, il a été déduit que la 

CT-1 se fixe au LIFR avec une faible affinité puis ce complexe recrute gp130 afin de former 

un récepteur de haute affinité (79). 

2.5. Le « ciliary neurotrophic factor »

 Le « ciliary neurotrophic factor » (CNTF) est une protéine de 22 kDa dont le gène 

humain est situé sur le chromosome 11. Tout comme la CT-1, cette protéine cytoplasmique ne 

possède pas de peptide signal (92) et elle serait libérée dans des situations traumatiques après 

des lésions tissulaires où elle aurait alors un rôle protecteur.  

 Cette cytokine possède des actions redondantes avec les autres cytokines de la famille 

sur les cellules hépatiques (93) et au niveau de l’hématopoïèse, mais également sur le 

maintien de la totipotence de cellules souches embryonnaires (94) et sur l’induction de la 

différenciation des neurones adrénergiques vers la voie cholinergique (95). Comme son nom 

l’indique, ses effets biologiques ont lieu principalement au niveau du système nerveux. En 

effet, le CNTF a d’abord été identifié pour sa capacité à maintenir en culture des neurones 

ciliaires de poulet (96). De plus, de nombreuses études ont montré qu’il est un facteur de 

survie pour des populations neuronales in vitro, tels que des motoneurones embryonnaires 

(97), et in vivo sur des motoneurones après axotomie (98). Le CNTF induit également la 

différenciation des précurseurs astrocytaires (99), favorise la maturation, la survie des 
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oligodendrocytes (100) et le maintien de l’intégrité musculaire au cours du vieillissement 

(101). Produite essentiellement par les astrocytes et les cellules de Schwann, cette 

neurotrophine est sans homologie avec les autres facteurs neurotrophiques identifiés 

préalablement. 

 L’inactivation du gène du CNTF entraîne un phénotype modéré et plus précisément 

une légère dégénérescence des motoneurones accompagnée d’une réduction mesurée de la 

force musculaire des souris (102). De plus, des mutations du gène du CNTF ont été identifiées 

chez des sujets japonais et ces mutations qu’elles soient homo- ou hétérozygotes n’entraînent 

pas de troubles neurologiques particuliers (103). Du fait de ses effets neuroprotecteurs (104, 

105), des essais cliniques utilisant le CNTF ont été menés en particulier chez des patients 

présentant une sclérose latérale amyotrophique (SLA) ou la maladie de Huntington. Ces 

études n’ont pas démontré l’efficacité du CNTF dans le traitement de ces maladies (106-108). 

Cependant une étude récente démontre que les effets du CNTF peuvent être augmentés par 

l’ajout de la chaîne CNTFRα sous forme soluble (109). 

 Le récepteur du CNTF, ou CNTFRα, a été cloné en 1991 par l’équipe de G. 

Yancopoulos (110). Le gène codant pour le CNTFRα est localisé sur le chromosome 9 et la 

protéine a une masse moléculaire apparente de 72 kDa. A l’origine, son expression était 

décrite seulement au niveau des tissus nerveux (110) mais depuis, elle a également été 

détectée dans les muscles squelettiques, les reins, la peau, les testicules ou le nerf sciatique 

(111). Le domaine extracellulaire de ce récepteur est constitué d’un domaine « Ig like » et 

d’un domaine CBD suivi de trois domaines FnIII. Cependant, ce récepteur ne comporte pas de 

domaine transmembranaire, il est ancré dans la membrane par un groupement « glycosyl-

phosphatidyl-inositol » (GPI). Ce dernier est sensible à la protéolyse et au clivage par la 

phosholipase C et ainsi, une forme soluble agoniste du CNTFRα peut être générée (112, 113). 

Le CNTF se fixe via le site I sur le CNTFRα et recrute dans un second temps l’hétérodimère 

gp130/LIFRβ, via ses sites II et III respectivement, afin d’initier la transduction du signal 

intracellulaire (114, 115) (Figure 11). La stoechiométrie du complexe multimérique du CNTF 

n’est pas totalement élucidée. Certains auteurs proposent un modèle héxamèrique, sur le 

modèle de l’IL-6, constitué de deux molécules de CNTF, deux de CNTFRα et de 

l’hétérodimère gp130/LIFRβ (116). Un modèle tétramèrique a également été proposé 

constitué d’une molécule de CNTF, une de CNTFRα et de l’hétérodimère gp130/LIFRβ

(117). 
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 L’inactivation du gène codant pour le CNTFR entraîne des déficiences sévères dans le 

développement embryonnaire des motoneurones et des muscles squelettiques à l’origine de la 

mort périnatale des animaux (118). Ce phénotype, qui contraste singulièrement avec celui des 

souris déficientes en CNTF (102), laissait penser qu’il existait d’autres ligands « CNTF like » 

impliqués dans le développement embryonnaire des motoneurones. Deux ligands « CNTF 

like » ont été identifiés au laboratoire : il s’agit de CLC (119, 120) et de la NP (121). 

2.6. Le « cardiotrophin like cytokine »

 Le « cardiotrophin like cytokine » (CLC), encore appelé « novel neurotrophin-1 » 

(NNT1) ou « B-cell stimulating factor-3 » (BSF-3) a été mis en évidence à partir de banques 

d’ESTs (122, 123). Cette protéine de 22 kDa est ubiquitaire et son gène, situé sur le 

chromosome 11, est disposé en tandem avec le gène du CNTF. En effet, son transcrit est 

exprimé dans la rate, les leucocytes du sang périphérique, la moelle osseuse, les ovaires, le 

cœur, le foie, le colon et le rein. Cette cytokine joue un rôle au niveau des organes lymphoïdes 

car un traitement des souris avec du CLC entraîne une hyperplasie des cellules B 

accompagnée d’une augmentation des taux sériques d’immunoglobulines G et M (122, 124). 

De plus, CLC est décrit comme étant un facteur de survie et de croissance de myélomes (125). 

De manière similaire au CNTF, CLC induit la différenciation des cellules neuroépithéliales en 

astrocytes (126), il favorise la survie des motoneurones et des neurones sympathiques de 

poulet, et il induit une perte de poids chez les souris (122). Une étude montre que CLC est 

exprimé dans les muscles squelettiques de souris lors du développement et une perte de 

motoneurones est observée chez des souris déficientes pour le récepteur du CNTF (127). Une 

autre étude a mis en évidence un rôle inattendu de CLC au niveau du cerveau. En effet, cette 

cytokine semble être impliquée dans la régulation du cycle circadien de l’activité locomotrice 

chez les mammifères (128). Et enfin, nous avons récemment mis en évidence que des patients 

atteints de la maladie appelée « Cold-Induced Sweating Syndrome » (CISS) présentaient des 

mutations conduisant à une inactivation de CLC (129). Nous avons ainsi démontré pour la 

première fois une corrélation entre l’inactivation d’une cytokine de type I et le développement 

d’une maladie. En effet, de nombreuses situations pathologiques ont été attribuées à des 

mutations au niveau des récepteurs de cytokines de type I mais aucune inactivation des 

ligands correspondants n’avait encore été observée. Cette observation est le reflet de 

l’importante redondance fonctionnelle des cytokines de cette famille. Ainsi, le phénotype de 

ces patients CISS est une évidence directe de fonctions non-redondantes d’une cytokine de 



CHAPITRE I : CYTOKINES DE LA FAMILLE DE L’IL-6 

21

type I dans le développement humain et dont l’inactivation semble être impliqué dans le 

développement de la maladie. 

 CLC possède un peptide signal contrairement au CNTF et à la CT-1, cytokines avec 

lesquelless il a une forte homologie. Cependant, il doit s’associer à une chaîne réceptrice 

soluble afin d’être sécrété. Nous avons montré que deux récepteurs solubles interagissaient 

avec CLC : il s’agit d’un  nouveau récepteur soluble le « cytokine like factor » (CLF) (17, 

119, 130) et de la forme soluble du CNTFRα (CNTFRs) (120). CLC s’associe à CLF via son 

site III et au CNTFRs par l’intermédiaire de son site I (16). D’une part, le complexe 

CLC/CNTFRs recrute l’hétérodimère gp130/LIFR pour générer un signal intracellulaire 

(figure 11). D’autre part, le complexe CLC/CLF se fixe sur un récepteur tripartite constitué de 

gp130/LIFR/CNTFR (figure 11) (119), et induit ainsi les voies de signalisation intracellulaire. 

Le signal intracellulaire induit par ces deux complexes est identique (131). 

 Les souris déficientes en CLF sont incapables de téter et meurent rapidement après la 

naissance (130). Une analyse phénotypique plus détaillée a révélé que ces souris présentaient 

une déficience en motoneurones (132). Ce phénotype est similaire à celui des souris 

déficientes en CNTFRα, suggérant ainsi que la partie cytokinique du complexe CLC/CLF est 

elle aussi importante pour le développement nerveux. De plus, comme cela a été décrit pour 

CLC, des mutations au niveau du gène codant pour CLF ont été décrites comme étant 

corrélées à la maladie CISS (133). 
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Figure 11 : Représentation shématique des récepteurs 

de la CT-1, du CNTF,de CLC et de la NP. 
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2.7. La « neuropoïétine »

 La « neuropoïétine » (NP) est une cytokine récemment identifiée dans notre Unité par 

un criblage informatique des banques de données génomiques murines, basé sur un profil 

structural des cytokines de la famille de l’IL-6 (annexe 1). Le gène de la NP murine est situé 

sur le chromosome 7. Des orthologues de la NP ont été identifiés chez le rat, le chimpanzé et 

l’homme. Chez ce dernier, le gène est situé sur le chromosome 16 et disposé en tandem avec 

le gène de la CT-1. Cependant une délétion de huit nucléotides dans l’exon 3 est observée et 

conduit à une modification du cadre de lecture, et par conséquent à une protéine non 

fonctionnelle. Le gène de la NP humaine est ainsi qualifié de « pseudogène » (121).  

 La NP est exprimée uniquement pendant la vie embryonnaire et en particulier au jour 

11 de gestation. La NP n’est apparemment pas transcrite pendant la vie adulte de la souris. 

Elle est très fortement exprimée dans le neuroépithélium embryonnaire des vésicules 

cérébrales, de la rétine et de l’épithélium olfactif. La NP entraîne, tout comme le CNTF, la 

survie de motoneurones embryonnaires in vitro et la prolifération de précurseurs neuronaux, 

les neurosphères, en association avec de l’EGF et du FGF2 (121). De même que les autres 

cytokines de la famille, la NP induit également la différenciation des astrocytes en synergie 

avec la protéine BMP-2 (134). 

 Le récepteur de la NP est hétérotrimérique constitué de la chaîne CNTFRα et des deux 

chaînes de transduction du signal, gp130 et LIFR (figure 11) (121). Les voies de signalisation 

recrutées par la NP sont très proches de celles recrutées par le CNTF ou le CLC (Guilhot et 

al., en préparation). De façon surprenante, le CNTFR et la NP sont détectés aux mêmes stades 

de développement embryonnaire, alors que le CNTF et le CLC ne sont pas encore exprimés. 

Cette observation laisse penser que la NP est le ligand du CNTFR qui interviendrait dans les 

stades précoces de développement embryonnaire alors que le CNTF et le CLC prendraient le 

relais pour des stades plus tardifs. 

2.8. Le « leukemia inhibitory factor »

 Le « leukemia inhibitory factor » (LIF) a été identifié pour ses effets inhibiteurs de la 

prolifération –comme son nom l’indique- et inducteur de la différenciation macrophagique de 

la lignée leucémique myéloïde M1 (135). A l’inverse, il peut induire la prolifération de la 

lignée murine leucémique DA et il a ainsi été identifié sous le nom d’HILDA (Human 

interleukin for DA cells) (136). Son gène est situé sur le chromosome 22. La taille de la 
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protéine est de 20 kDa mais elle peut être très largement augmentée par des N- ou O-

glycosylations (136, 137). Cette protéine est produite par de multiples organes ou tissus 

comme le poumon, la peau ou le cœur, mais également par des lignées tumorales. 

 De nombreuses activités du LIF sont partagées avec les autres cytokines de la famille. 

En effet, le LIF entraîne la production des protéines de la phase aiguë de l’inflammation par 

les hépatocytes (138). Il agit également sur la balance ostéoblastes/ostéoclastes en favorisant 

la résorption osseuse par son action sur les ostéoclastes (139, 140) ou, au contraire, en 

augmentant le nombre d’ostéoblastes (141). Son action dépend alors des conditions de culture 

(142). Au niveau du système nerveux embryonnaire, le LIF permet une différenciation des 

neurones adrénergiques vers la voie cholinergique (143). Il est aussi capable de faire 

proliférer les cellules souches embryonnaires (ES) en culture en les maintenant à un stade 

indifférencié et totipotent (144, 145). Il permet également d’inhiber une lipase, entraînant 

alors une diminution de l’incorporation des acides gras circulants dans les tissus adipeux et 

une dégradation de ces tissus (146).  

 Les souris déficientes en LIF présentent un défaut de cellules souches 

hématopoïétiques confirmant ainsi l’implication du LIF dans l’hématopoïèse (147). En effet, 

cette cytokine est capable, en synergie avec d’autres facteurs hématopoïétiques, de 

potentialiser le développement de cellules progénitrices hématopoïétiques et d’induire la 

production de thrombocytes (148-151). L’inactivation du gène du LIF chez des souris met 

également en évidence le rôle primordial de cette molécule dans l’implantation du blastocyste 

au niveau de l’utérus, puisque ces souris sont stériles (152). D’autre part, il a été montré une 

déficience en LIF, au niveau de l’utérus de femmes prédisposées à des avortements à 

répétition, et plus particulièrement une diminution de la production de LIF par les cellules 

Th2 (153, 154). Ces résultats montrent que la disponibilité du LIF au niveau utérin est 

essentielle à la grossesse (155). Une étude récente démontre également qu’un antagoniste du 

LIF inhibe l’implantation du blastocyste chez la souris. Cet antagoniste pourrait être utilisé 

comme méthode de contraception non hormonale (156).  

 Le récepteur de basse affinité du LIF, appelé LIFRβ, a été cloné en 1991 par l’équipe 

de Gearing en criblant une banque d’ADNc de placenta. Le gène de ce récepteur est localisé 

sur le chromosome 5. Avec une masse moléculaire apparente de 190 kDa, cette glycoprotéine 

est également appelée gp190. Sa distribution tissulaire est très étendue et son expression est 

plus particulièrement élevée dans le foie, le placenta, les monocytes et les cellules souches 

embryonnaires. Elle fixe le LIF avec une faible affinité (Kd=10
-9

M) (157). Son domaine 
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extracellulaire est formé en N-terminal d’un domaine CBD, suivi d’un domaine de type « Ig 

like », puis d’un second domaine CBD et de trois domaines FnIII. Le domaine intracellulaire 

de ce récepteur contient des motifs fonctionnels conservés (une boîte 1, une boîte 2 et une 

boîte 3). Après la fixation du LIF, le LIFR s’hétérodimérise avec la chaîne gp130, pour 

former le récepteur de haute affinité du LIF (Kd=10
-11

M) et induire la signalisation 

intracellulaire (figure 12) (158). La protéine murine a également été clonée et possède 70% 

d’identité avec son homologue humain. 

 L’inactivation du gène codant pour le LIFR entraîne un défaut du placenta à l’origine 

de la malnutrition du fœtus. Ces résultats expliquent la forte expression du LIFR retrouvée au 

niveau du placenta. Les souris présentent aussi une déficience osseuse, une diminution du 

nombre d’astrocytes dans le cerveau et la moelle épinière, ainsi qu’une forte diminution du 

nombre de motoneurones, entraînant la mort périnatale des animaux (159, 160). Ce phénotype 

marqué contraste avec celui observé lors de l’inactivation du LIF, ce qui suggérait 

l’implication du LIFR dans d’autres complexes cytokines/récepteurs. Depuis, l’implication du 

LIFR a été démontrée dans la formation de récepteurs pour 5 autres cytokines (CT-1, CNTF, 

CLC, NP et OSM). Par ailleurs, une mutation affectant le LIFR a été décrite chez des patients 

atteints du syndrome de Schwartz-Jampel de type II (SJS2). Il s’agit d’une maladie 

congénitale qui se transmet de manière autosomique récessive et qui touche les muscles 

(myotonie congénitale), les os et les articulations. De plus, cette mutation a été reliée à une 

autre affection, le syndrome Stuve-Wiedemann (SWS) (161). Les chercheurs ont ainsi conclu 

que SWS et SJS2 constituent une seule maladie, du point de vue clinique et génétique.  

2.9. L’oncostatine M

 L’oncostatine M (OSM) est une cytokine identifiée à partir de milieu conditionné de la 

lignée leucémique histiocytaire U937 après stimulation par un ester de phorbol (162, 163). 

Son gène, situé sur le chromosome 22, est proche de celui du LIF et des études génomiques de 

l’OSM, du LIF, du G-CSF et de l’IL-6 révèlent que ces protéines seraient issues d’un gène 

ancestral unique (164). La protéine mature a une masse moléculaire de 28 kDa et elle est 

produite principalement par les monocytes, les lymphocytes T et les cellules dendritiques 

activés. Cette protéine a d’abord été caractérisée pour son action cytostatique vis-à-vis de 

certaines lignées tumorales, en particulier grâce à son activité inhibitrice de la prolifération 

d’un mélanome humain A375 (163, 165, 166). A l’opposé, l’OSM peut stimuler la croissance 

des cellules de sarcome de Kaposi isolées chez des patients atteints du SIDA (167) ou induire 
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la survie des cellules de Sertoli (168). En plus de ses activités spécifiques, l’OSM agit 

également sur des systèmes biologiques communs aux autres cytokines de la famille, comme 

l’activation hépatocytaire inflammatoire, le maintien des cellules souches embryonnaires dans 

un état indifférencié, le développement nerveux ou le remodelage osseux (169, 170). Les 

activités biologiques de cette cytokine, ainsi que son implication dans des pathologies, sont 

présentées plus en détails dans le chapitre 3. 

 L’OSM peut exercer son activité biologique par l’intermédiaire d’un récepteur de 

haute affinité formé de l’hétérodimère gp130/LIFR. Ce récepteur est dit « de type I » (158). 

Dans ce cas, l’OSM recrute dans un premier temps la chaîne gp130 puis le LIFR (figure 13) 

(158, 171). Cependant, cette cytokine peut interagir avec un autre récepteur dit « de type II ». 

Ce dernier est un hétérodimère constitué de la chaîne gp130 et d’une autre chaîne de 

transduction, d’une masse moléculaire apparente de 180 kDa, appelée OSMR (figure 12) 

(172, 173). Le gène codant pour l’OSMR est localisé sur le chromosome 5 et sa distribution 

tissulaire est étendue. En effet, il est exprimé dans les cellules endothéliales, hépatiques, 

pulmonaires et dans les cellules de la peau. Le domaine extracellulaire de cette glycoprotéine 

présente, en N-terminal, un domaine CBD tronqué, suivi d’un domaine de type « Ig like », 

puis d’un domaine CBD complet et de trois domaines FnIII. Le domaine intracellulaire 

contient des motifs fonctionnels conservés (une boîte 1, une boîte 2 et une boîte 3). 

 Les souris inactivées pour le gène de l’OSMR sont fertiles et viables. Le nombre 

d’érythrocytes et de plaquettes circulantes chez ces souris est diminué tout comme le nombre 

de progéniteurs érythroïdes et mégacaryocytaires dans la moelle osseuse. Ces résultats 

soulignent le rôle de l’OSMR au niveau de l’hématopoïèse (174).  
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Figure 12 : Représentation schématique des récepteurs du LIF, de l’OSM et de l’IL-31. 
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 2.10. L’interleukine-31

 L’IL-31 est une cytokine récemment identifiée par Dillon et ses collaborateurs. Elle 

est apparentée aux cytokines de la famille de l’IL-6 de par sa structure et son récepteur (175). 

Cette protéine mature de 141 acides aminés présente une structure en quatre hélices alpha, 

caractéristique des cytokines de la famille de l’IL-6. Son gène, localisé sur le chromosome 12, 

est constitué de trois exons. Son homologue murin, situé sur le chromosome 5, a 31% 

d’homologie avec la protéine humaine. Cette dernière a une masse moléculaire de 24 kDa. 

L’injection d’IL-31 en sous-cutané, ou sa surexpression de manière transgénique chez des 

souris, entraîne une hyperkératinose, une alopécie et un prurit. Des symptômes similaires sont 

observés chez des patients atteints d’une pathologie cutanée inflammatoire appelée 

« dermatite atopique ». Ces résultats sont détaillés dans le chapitre 3.  

 Parallèlement à un autre groupe, nous avons identifié, par analyse bioinformatique, un 

récepteur orphelin (176, 177). La comparaison de la structure primaire de ce nouveau 

récepteur avec gp130 montre une identité de séquence de 28,5 % et nous l’avons ainsi appelé 

GPL pour « gp130-like protein ». GPL possède, dans sa partie extracellulaire, un peptide 

signal de 32 résidus, un domaine CBD contenant 4 cystéines en positions conservées et un 

motif WSDWS, puis trois domaines de type FnIII. Le domaine transmembranaire est suivi 

d’un domaine intracellulaire contenant une boîte 1, une région riche en prolines et trois 

tyrosines potentiellement importantes pour la fixation des molécules de signalisation. Nous 

avons cloné GPL à partir de l’ARNm d’une lignée myélomonocytaire U937. Cette protéine a 

une masse moléculaire de 110 kDa et sa structure tridimensionnelle est très proche de celle 

des récepteurs des cytokines de la famille de l’IL-6. Des travaux de modélisation indiquent 

que l’organisation dans l’espace du CBD de GPL est également compatible avec les 

coordonnées tridimensionnelles des récepteurs voisins. GPL est exprimé dans des lignées 

cellulaires d’origine myélomonocytaires, dans des mélanomes, des glioblastomes, dans les 

tissus liés à la reproduction (ovaires, placenta, prostate et testicules), dans les poumons et dans 

la rate. De plus, ce nouveau récepteur est exprimé dans différentes populations de cellules du 

sang et de la moelle osseuse, comme les cellules souches CD133+, les progéniteurs 

hématopoïétiques CD34+ et les populations myélomonocytaires. Nous avons également 

montré son expression dans les cellules dendritiques. L’expression des ARNm de GPL est 

modulable, notamment dans les monocytes par le CD40 ligand (CD40-L) et l’IL-1α, plus 

faiblement par l’IFNγ et dans les cellules dendritiques par l’IFNγ. Au cours du clonage, nous 

avons identifié trois isoformes de cette protéine issues d’épissage alternatif de l’ARN de GPL. 
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A ce stade de notre travail, nous recherchions, d’une part, la ou les autre(s) chaîne(s) 

impliquée(s) dans le récepteur fonctionnel ainsi que le ligand. Dillon et ses collaborateurs ont 

alors identifié l’IL-31 comme ligand de GPL en combinaison avec la chaîne réceptrice OSMR 

(Figure 12). 

 Plusieurs études récentes démontrent que les souris déficientes en GPL ne présentent 

pas de phénotype majeur. Une première étude démontre seulement une implication du 

complexe IL-31/IL-31R dans la prolifération et la survie des progéniteurs myéloïdes (178). 

Une seconde étude démontre que les souris déficientes en GPL présentent des réponses Th2 

exacerbées (179) et suggère ainsi un rôle de GPL dans la régulation négative de la réponse 

Th2. Cependant, ces observations confirment que le complexe IL-31/GPL pourrait représenter 

une cible thérapeutique dans le traitement de maladies inflammatoires caractérisées par une 

surexpression de cytokines Th2. Des études complémentaires sont évidemment nécessaires 

afin d’approfondir les connaissances sur ce nouveau complexe cytokine/récepteur. 

2.11. L’interleukine 27

 L’interleukine 27 (IL-27) est une cytokine composite formée d’une partie cytokinique, 

appelée p28, et d’un récepteur soluble de cytokine appelé « Epstein Barr virus induced gene 

3 » (EBI-3) (180). Leurs gènes sont localisés respectivement sur les chromosomes 16 et 19. 

p28, comme son nom l’indique, est une protéine de 28 kDa qui a été identifiée récemment par 

criblage informatique sur des bases d’ESTs humains et murins. Sa structure, en quatre hélices 

α longues antiparallèles deux à deux, est apparentée à celle des cytokines des familles de l’IL-

6 et de l’IL-12. Cependant, cette cytokine se distingue par une région située au niveau de la 

boucle CD et constituée de treize acides glutamiques. Ce type d’insertion de résidus chargés 

n’avait encore jamais été observé pour les autres cytokines et cette région pourrait interagir 

pour stabiliser la cytokine ou le complexe cytokine/récepteur. p28 doit être associée à EBI3 

afin d’être secrétée et active mais, contrairement à l’IL-12, ces deux sous-unités ne sont pas 

reliées par un pont disulfure. 

 L’IL-27 est produite par les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) sous conditions 

pro-inflammatoires. Elle induit alors l’expansion clonale de cellules T naïves exclusivement, 

puisqu’elle ne permet pas la prolifération et l’établissement de cellules T mémoires. L’IL-27, 

en synergie avec l’IL-12, induit la production d’IFNγ par les cellules T naïves et les « natural 

killer » (NK). De plus, elle induit la prolifération des cellules CD4+ naïves ainsi que leur 

différenciation en lymphocytes de type Th1 : elle favorise ainsi la mise en place d’une 
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réponse Th1 (181, 182). L’IL-27 est également un puissant suppresseur d’activités 

autoimmunes dans des modèles de pathologies associées à l’IL-17, produite par les cellules 

Th17 (183, 184). En effet, l’IL-27 est un puissant inhibiteur de la production d’IL-17 in vitro

(185-187). De plus l’IL-27, et plus précisément son récepteur, sont impliqués dans la 

régulation négative de la réponse des cellules T (188). De par son activité, cette cytokine a 

donc été initialement classée dans la famille de l’IL-12. Cependant, d’après son récepteur, 

formé de gp130 et de l’IL-27R, elle est apparentée aux cytokines de la famille de l’IL-6. L’IL-

27 fait ainsi le lien entre les cytokines de la famille de l’IL-6 et les cytokines de la famille de 

l’IL-12.  

 Le récepteur de l’IL-27 est formé des chaînes gp130 et IL-27R (figure 13), encore 

appelé TCCR (« T Cell Cytokine Receptor ») ou WSX-1 (« WSXWS type I cytokine 

receptor ») (181, 189, 190).  
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intracellulaire

Boîte 1 (Fixation des Jaks)

Boîte 3 (Fixation des STATs)

Domaine 

extracellulaire

EBI3

gp130 IL-27R 

IL-27

Figure 13 : Représentation schématique du récepteur de l’IL-27. 

Le gène codant pour l’IL-27R est localisé sur le chromosome 19. L’IL-27R a été 

découvert à la suite du criblage, des banques de données génomiques, par homologie avec la 

séquence de gp130. Ce récepteur est proche de la sous-unité IL-12Rβ2 du récepteur de l’IL-

12 et il contient un motif WSXWS dégénéré (WGEWS). Sa distribution tissulaire est étendue 

et une très forte expression est retrouvée au niveau des lymphocytes du sang périphérique, des 

ganglions lymphatiques, du thymus et de la rate (189, 190).
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Les souris inactivées pour le gène de l’IL-27R sont viables et fertiles mais leur 

réponse de type Th1 est affectée avec une diminution de la production d’IFNγ, en réponse 

précoce à des pathogènes, corrélée avec une augmentation de la production des cytokines 

Th2. Par conséquent, ces souris ont une sensibilité accrue à certains pathogènes comme 

Listeria monocytogenes (189). A l’inverse, lorsque ces souris sont infectées par Toxoplasma 

gondii, elles sont capables d’éliminer ce pathogène mais développent une maladie 

inflammatoire létale (188). Cette pathologie est attribuée à une surproduction d’IFNγ associée 

à une absence de rétrocontrôle des cellules T activées : l’IL-27R aurait donc un rôle dans le 

rétrocontrôle de la réponse des cellules T. En effet, différentes études ont montré que l’IL-27 

contribue au rétrocontrôle de la réponse immunitaire notamment celle liée aux cellules TH17 

(191). En ce qui concerne l’inactivation de l’IL-27, des souris déficientes en EBI3 ont été 

générées et elles présentent un phénotype similaire aux souris déficientes en IL-27R (192). 

3. Les cytokines composites

 Certaines cytokines de la famille de l’IL-6 sont des cytokines composites constituées 

d’une partie cytokinique et d’un récepteur soluble, situation similaire aux cytokines de la 

famille de l’IL-12. Il s’agit de CLC (CLC/CLF ; CLC/CNTFRs) (119, 120), de l’IL-27 

(p28/EBI3) (180) et des cytokines de la famille de l’IL-12, à savoir l’IL-12 (p35/p40) (193) 

l’IL-23 (p19/p40) (194) et l’IL-35 (p35/EBI3) (195-197) (Figure 14).  

A l’exception de CLC, la partie cytokinique de ces protéines composites possède un 

peptide signal mais elle doit être associée à un récepteur soluble pour être active et sécrétée. 

Outre l’IL-12, dont les sous-unités sont reliées par un pont disulfure, les autres cytokines sont 

associées de façon non covalente. D’une part, les parties cytokiniques peuvent se lier à deux 

récepteurs solubles différents : c’est le cas de CLC qui s’associe au CNTFRs ou au CLF, ou 

de p35 qui s’associe à p40 mais aussi à EBI3. D’autre part, un même récepteur soluble peut 

aussi s’associer à deux cytokines différentes et assurer leur sécrétion. En effet, p40 s’associe à 

p35 mais aussi à p19 identifié sur la base de ses homologies avec p35, IL-6 et G-CSF. De 

façon analogue, EBI3 permet la sécrétion des cytokines p35 et p28. Un même ligand peut 

donc être sécrété en s’associant à différents récepteurs solubles et, à l’inverse, un même 

récepteur soluble peut permettre la sécrétion de différentes cytokines (Figure 14).  
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Figure 14 : Les cytokines composites de la famille de l’IL-6 et de l’IL-12 

 Ces nouvelles cytokines composites ont des activités qui leur sont propres. Les 

cytokines de la famille de l’IL-12 ont des activités au niveau du système immunitaire. L’IL-12 

induit une différenciation Th1 et la sécrétion d’IFNγ par les cellules Th1 et les NK. L’IL-12 

est ainsi définie comme un lien entre l’immunité innée et l’immunité adaptative (182, 198). 

L’IL-23 induit la prolifération des cellules T mémoires et la production d’IFNγ par ces mêmes 

cellules (199). Elle induit également l’expansion clonale des cellules Th17. Quant à l’IL-35, 

cette cytokine a été identifiée en 1997 mais aucune fonction biologique n’avait été mise en 

évidence jusqu’à récemment (195). Dans deux études, l’IL-35 est décrite comme une cytokine 

anti-inflammatoire et immunosuppressive grâce à l’expansion de cellules T régulatrices et la 

suppression des cellules Th17 (196, 197). De plus, son potentiel thérapeutique est démontré in 

vivo dans un modèle d’arthrite. Et enfin l’IL-27, comme nous l’avons vu, induit la 

prolifération des cellules CD4+ naïves et l’établissement d’une réponse Th1 (181) mais elle 

joue également un rôle dans le rétrocontrôle de la réaction immunitaire en fin de réponse 

(188, 200, 201).



CHAPITRE I : CYTOKINES DE LA FAMILLE DE L’IL-6 

31

 Ce nouveau mécanisme de sécrétion génère une grande diversité fonctionnelle des 

cytokines et laisse présager de la complexité du réseau de régulation de ces nouvelles 

cytokines tant au niveau de leur sécrétion que de leurs activités biologiques. 

4. Récapitulatif

 Les cytokines de la famille de l’IL-6 ont donc des rôles biologiques extrêmement 

variés mais aussi redondants. Toutes ces protéines jouent un rôle au niveau des cellules 

nerveuses ou hématopoïétiques et entraînent aussi une activation hépatique en stimulant la 

synthèse des protéines de l’inflammation par les hépatocytes. Une grande partie des activités 

biologiques de ces cytokines sont résumées dans le tableau 1 et leurs propriétés biochimiques 

sont détaillées dans le tableau 2. 

Activités biologiques

Activités hématopoïétiques

Développement nerveux

Activation hépatique

Maintien des cellules souches embryonnaires

Tissu osseux

Fonction immunorégulatrice

Système cardiovasculaire

IL-6    IL-11    LIF    CT-1    CNTF    CLC    NP    OSM    IL-27     IL-31

+      +      +      +       +                      +           +

+      +      +      +       +       +      +     +

+      +      +      +       +       +      +     +

- - +      +       +       +      +     +

+      +      +      +       +                      +

+      +      - - - +             - +      +

+      +      +      +                               +

Activités biologiques

Activités hématopoïétiques

Développement nerveux

Activation hépatique

Maintien des cellules souches embryonnaires

Tissu osseux

Fonction immunorégulatrice

Système cardiovasculaire

IL-6    IL-11    LIF    CT-1    CNTF    CLC    NP    OSM    IL-27     IL-31

+      +      +      +       +                      +           +

+      +      +      +       +       +      +     +

+      +      +      +       +       +      +     +

- - +      +       +       +      +     +

+      +      +      +       +                      +

+      +      - - - +             - +      +

+      +      +      +                               +

Tableau 1 : Activités biologiques des cytokines de la famille de l’IL-6. 

Propriétés biochimiques

Nombre d’acides aminés précurseur

Nombre d’acides aminés protéine mature

Masse moléculaire (kDa)

N-glycosylation

Nombre de ponts disulfures

Taille de l’ARNm (kb)

Nombre d’exons

IL-6    IL-11    LIF    CT-1    CNTF    CLC    NP    OSM    IL-27     IL-31

212    199     202     201       200       225     204    252   243       164

- +      +      - - +     +      +      - +

184    178     180     201       200       198     182    196   215       141

21-28    23       45     21.5     21-28      22       22      28        24         24

2        0          3                      0                    0         2         0           1

1.3   1.5-2.5   1.8-4    1.7         1          2.2      1.6       2        1.6     1.2-9.5

5        5          3         3           3           3         3         3         5           3

Propriétés biochimiques

Nombre d’acides aminés précurseur

Nombre d’acides aminés protéine mature

Masse moléculaire (kDa)

N-glycosylation

Nombre de ponts disulfures

Taille de l’ARNm (kb)

Nombre d’exons

IL-6    IL-11    LIF    CT-1    CNTF    CLC    NP    OSM    IL-27     IL-31

212    199     202     201       200       225     204    252   243       164

- +      +      - - +     +      +      - +

184    178     180     201       200       198     182    196   215       141

21-28    23       45     21.5     21-28      22       22      28        24         24

2        0          3                      0                    0         2         0           1

1.3   1.5-2.5   1.8-4    1.7         1          2.2      1.6       2        1.6     1.2-9.5

5        5          3         3           3           3         3         3         5           3

Tableau 2 : Propriétés biochimiques des cytokines de la famille de l’IL-6. 
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 Cette redondance fonctionnelle s’explique par la composition des récepteurs exprimés 

à la surface des cellules cibles, puisque ces récepteurs multimériques comprennent tous –à 

l’exception du récepteur de l’IL-31- la sous-unité transductrice gp130, qui entraîne une 

signalisation intracellulaire en réponse à différents ligands (Figure 15). 
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Figure 15 : Les cytokines de la famille de l’IL-6 et leurs récepteurs.
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Chapitre 2 

Les cytokines de la famille de l’interleukine 6 et la signalisation intracellulaire 

 La formation des complexes ligands/récepteurs est la première étape nécessaire à 

l’activation du signal intracellulaire. En ce qui concerne les cytokines de la famille de l’IL-6, 

leurs récepteurs sont tous multimériques et deux modèles de fixation du ligand sur les chaînes 

réceptrices peuvent être définis. D’une part, le ligand se fixe directement sur les chaînes de 

transduction (chaînes β) : c’est le cas de l’IL-6v, du LIF, de l’OSM, de la CT-1, de l’IL-27 et 

de l’IL-31. D’autre part, le ligand, complexé à une chaîne α, interagit ensuite avec les chaînes 

de transduction : il s’agit de l’IL-6, de l’IL-11, du CNTF, du CLC et de la NP. 

 Les chaînes β des récepteurs des cytokines de la famille de l’IL-6 ne possèdent pas 

d’activité catalytique intrinsèque. Cependant, suite à la fixation de la cytokine, les chaînes 

transductrices se dimérisent et elles sont alors phosphorylées. Ces observations ont conduit à 

la découverte de tyrosine kinases cytoplasmiques activées suite à la dimérisation des chaînes 

réceptrices. Ces protéines appartiennent à la famille des « Janus kinase » (Jaks) (figure 17). 

Elles induisent la phosphorylation de résidus tyrosines situés sur le domaine intracellulaire 

des chaînes β. Ces tyrosines phosphorylées deviennent des sites d’ancrage pour les domaines 

SH2 des facteurs de transcription de la famille des « signal transducer and activator of 

transcription » (STATs). Ces facteurs de transcription sont alors phosphorylés, se dimérisent 

puis migrent dans le noyau, où ils régulent la transcription de gènes cibles. D’autres voies de 

signalisation, telles que la voie des « mitogen activated protein kinase » (MAPK) et la voie 

PI3K/Akt, sont également impliquées dans la réponse intracellulaire induite par les cytokines 

de la famille de l’IL-6. Ces deux voies sont activées par l’intermédiaire de la protéine SHP-2, 

une tyrosine phosphatase, qui se fixe aux chaînes réceptrices phosphorylées. La voie des 

MAPK peut également être induite par une autre protéine adaptatrice appelée Shc. A 

l’inverse, il existe des protéines inactivant le signal. Elles permettent ainsi la mise en place de 

voies de régulation négative afin de ramener la cellule à son état basal. 
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Figure 16 : Schéma récapitulatif des voies de signalisation activées par les cytokines de 

la famille de l’IL-6. 

1. Les protéines de la famille des « Janus kinases »

 Les « Janus kinases » (Jaks) sont des protéines cytoplasmiques à activité tyrosine 

kinase dont la masse moléculaire varie entre 120 et 140 kDa. Elles sont actuellement au 

nombre de quatre : Jak1, Jak2 et Tyk2 sont exprimées de façon ubiquitaire alors que Jak3 est 

principalement exprimée dans les cellules d’origine hématopoïétique (202) (Tableau 3). Les 

cytokines de la famille de l’IL-6 activent préférentiellement Jak1, mais également Jak2 et 

Tyk2. 
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Tableau 3 : Caractéristiques des protéines de la famille des Jaks. 

YYJH7    JH6     JH5  JH4  JH3              JH2                  JH1

Potential
FERM               SH2        « kinase-like »          tyrosine kinase

N-ter C-ter

YYJH7    JH6     JH5  JH4  JH3              JH2                  JH1

Potential
FERM               SH2        « kinase-like »          tyrosine kinase

N-ter C-ter

FERM : 4.1/Ezrin/Radixin/Moesin

SH2 : Src Homology 2  

Figure 17 : Organisation strucurale des protéines de la famille des Jaks. 

 Ces protéines sont constituées de différents domaines et en particulier d’un domaine 

tyrosine kinase ou « Jak homology » (JH) 1 en C-terminal (Figure 17). Le domaine JH1 

contient deux résidus tyrosines nécessaires à l’activité tyrosine kinase des Jaks. En effet, la 

substitution de ces deux tyrosines (Y
1054

 et Y
1055

) en phénylalanines dans la molécule Tyk2 

entraîne une inactivation de la protéine. La mutation ponctuelle d’une des deux tyrosines 

(Y
1007

) dans la molécule Jak2 conduit à la perte presque totale de l’activité tyrosine kinase de 

la protéine. Le domaine JH1 est précédé d’une région JH2 ou « kinase like domain », dont le 

rôle n’est pas clairement établi. Cependant, il semble que ce domaine régule négativement la 

fonction des protéines Jaks. La région N-terminale contient cinq autres régions, les domaines 

JH3 à JH7, conservées entre les différents membres de la famille des Jaks et impliquées dans 

l’association avec les chaînes réceptrices (203). Les Jaks se fixent sur deux motifs conservés 

du récepteur. Il s’agit de la boîte 1, une région riche en prolines et essentielle pour 

l’association des Jaks, et de la boîte 2 caractérisée par une suite d’acides aminés hydrophobes 

suivis d’acides aminés chargés positivement (202, 204-206). En plus de leur rôle dans la 

signalisation cellulaire, ces protéines sont impliquées dans le niveau d’expression de certains 

récepteurs à la surface des cellules. En effet, il a été montré que Tyk2 est nécessaire pour 

l’expression membranaire de IFNARI et, par conséquent, pour la fixation de l’IFNα (207, 
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208). De même, il a été mis en évidence que l’expression de l’OSMR à la membrane est 

diminuée dans des cellules déficientes pour Jak1 (209), ou que la protéine Jak2 est cruciale 

pour l’expression de l’EpoR à la surface (210). 

 La dimérisation du récepteur, induite par la fixation du ligand, permet la cross-

phosphorylation, de résidus tyrosine des Jaks. Cette étape est nécessaire pour induire 

l’activation des Jaks préassociées aux chaînes réceptrices (211, 212). Les Jaks vont ensuite 

phosphoryler des résidus tyrosines situés dans la partie distale des sous-unités réceptrices. Ces 

tyrosines phosphorylées deviennent alors des sites d’ancrage pour les facteurs de transcription 

de la famille STAT (figure 17).  

2. Les protéines de la famille des « signal transducer and activator of transcription »

(STATs)

 Les STATs sont des protéines intracellulaires d’une masse moléculaire apparente 

d’environ 85 kDa. Elles sont actuellement au nombre de sept : STAT1, STAT2, STAT3, 

STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6. Si l’expression de STAT4 est plus restreinte aux cellules 

d’origine myéloïde et testiculaire, les autres membres de la famille sont exprimés de façon 

ubiquitaire (213). En général, les différentes familles de récepteurs des cytokines activent 

certains membres de la famille des STATs de façon spécifique. Ainsi, concernant les 

cytokines de la famille de l’IL-6, elles induisent l’activation de STAT1, de STAT5 et surtout 

de STAT3 (203). 

Y S

« coiled-coil »     binding linker         SH2           transactivation
DNA

N-ter C-ter
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« coiled-coil »     binding linker         SH2           transactivation
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Figure 18 : Organisation structurale des protéines de la famille des STATs. 

 Les différents membres de cette famille présentent des motifs conservés. Dans leur 

partie N-terminale, ils sont constitués d’un domaine d’oligomérisation suivi d’un domaine 

« leucine zipper like » aussi appelé «coiled-coil domain » , d’un domaine de liaison à l’ADN 

et d’un domaine de liaison ou « linker» (figure 18). Leur extrémité C-terminale est formée 

d’un domaine SH2 et d’un domaine de transactivation. Ce domaine contient un résidu 

tyrosine, conservé dans toutes les STATs, qui est phosphorylé après activation des protéines. 
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Quant au domaine SH2, ses fonctions sont bien définies. D’une part, ce domaine est impliqué 

dans la fixation des STATs sur les résidus tyrosine phosphorylés des récepteurs (211, 214). 

D’autre part, il intervient dans l’homo- ou l’hétérodimérisation des STATs entre elles 

lorsqu’elles sont phosphorylées sur leurs résidus tyrosine (211, 215-217). Récemment, il a été 

démontré que le domaine « coiled-coil » est essentiel à la fixation du domaine SH2 des 

STATs aux chaînes réceptrices et par conséquent, à leur activation (218). 

 Lors de l’activation, les récepteurs sont phosphorylés par les Jaks sur des résidus 

tyrosine conservés au niveau de la boîte 3 et localisés dans la partie la plus distale du 

récepteur. Ainsi, les STATs se fixent sur ces résidus phosphorylés par leur domaine SH2. 

Elles sont alors phosphorylées à leur tour, par les Jaks, sur leur résidu tyrosine en C-terminal. 

Cette phosphorylation entraîne un changement de conformation qui permet de libérer les 

STATs du récepteur. Ces protéines vont ensuite s’homo- ou s’hétérodimériser par fixation du 

domaine SH2 d’une STAT sur la tyrosine phosphorylée de l’autre STAT, et réciproquement 

(figure 19). 
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Figure 19 : Activation de la voie Jak/STAT par les cytokines de la famille de l’IL-6. 

 Cette dimérisation induit leur migration dans le noyau mais les mécanismes à l’origine 

de cette translocation ne sont pas encore totalement définis (219). Des études avaient pour but 

d’identifier des séquences de localisation nucléaire (NLS) ou des séquences d’export 

nucléaire (NES) sur la protéine STAT1. Des études de mutagénèse sur STAT5 ont démontré, 

pour la première fois, un rôle fonctionnel du domaine de liaison à l’ADN dans la translocation 

nucléaire. Initialement, une NES a été décrite dans STAT1 mais cette séquence s’est avérée 

être une séquence importante pour l’interaction de STAT1 avec une protéine de translocation 
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nucléaire (α5-importine) et par conséquent, pour la translocation nucléaire de STAT1. Deux 

résidus adjacents (Lys
410

 et Arg
413

) ont été identifiés et contribuent aussi à la translocation 

nucléaire des dimères de STAT1. De plus, deux autres NESs ont été définies dans le domaine 

« coiled-coil » de STAT1, chacune contenant plusieurs résidus leucine qui sont essentiels à la 

fonction des NESs. Le chevauchement fonctionnel du domaine de fixation à l’ADN, des 

séquences NLS et NES semblent indiquer l’implication de la fixation à l’ADN dans la 

régulation du trafic nucléoplasmique des protéines STATs (203).  

 Dans le noyau, les STATs se fixent sur des séquences consensus de type GAS 

(TTN5AA) par l’intermédiaire de leur domaine de liaison à l’ADN, et régulent alors la 

transcription de gènes cibles situés en aval (219, 220). La nature des gènes cibles dépend 

probablement de la composition du dimère. Les STATs régulent la transcription de gènes très 

variés comme, par exemple, des protéines de la phase aiguë de l’inflammation, certains 

facteurs de transcription (jun-B, C-fos, IRF-1, C/EBPδ), des protéines telles que le 

« vasoactive intestinal peptide » (VIP), les « heat shock protein » (hsp) et la protéine gp130 

(215, 221). 

 Après fixation sur le récepteur, les STATs sont phosphorylées sur leurs résidus 

tyrosine mais elles peuvent également être phosphorylées plus tardivement sur des résidus 

sérine. La protéine kinase responsable de cette phosphorylation n’appartient pas à la famille 

des Jaks et sa nature dépend du contexte cellulaire ainsi que de la voie de signalisation 

activée. Il a été montré que cette phosphorylation tardive sur sérine permet de réguler, au 

moins partiellement, l’activité du domaine de transactivation des STATs. En effet, elle permet 

de stabiliser le complexe STAT3-STAT3/ADN (219). De plus, il semble qu’une activation 

optimale de la transcription nécessite la phosphorylation de STAT1 et STAT3 sur les résidus 

tyrosine mais également sur les résidus sérine (222). 

 Si la voie Jak/STAT est la voie de signalisation majoritaire pour les cytokines, 

d’autres voies d’activation cellulaire ont été décrites, en particulier la voie des « mitogen 

activated protein kinase » (MAPK) et la voie de la « phosphatidylinositol 3 kinase » (PI3K). 

3. Les protéines adaptatrices et la famille des « mitogen activated protein kinase »

 Les tyrosines des chaînes réceptrices, phosphorylées par les Jaks, sont également des 

sites d’ancrage pour les protéines de la voie Ras/MAPK. Ainsi les tyrosines phosphorylées 

Y
759

 et Y
974

, de gp130 et LIFR respectivement, permettent le recrutement de la protéine 

SHP2, qui ne semble pas être recrutée directement par OSMR (215). Néanmoins, 
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contrairement à gp130 et au LIFR, OSMR est capable de recruter la protéine adaptatrice 

« SH2 and collagen homology domain containing protein » (Shc). Des études de mutagénèse 

ont montré que cette protéine se fixe sur OSMR via la tyrosine intracellulaire Y
861

 (223). 

Trois isoformes de cette molécule de transduction ont été décrites : il s’agit de p46 et p52 qui 

sont ubiquitaires, et de p66 qui est exprimée dans les cellules d’origine épithéliale (Figure 20). 
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Figure 20 : Activation de la voie des MAPK par l’OSM. 

 SHP-2 est une protéine phosphatase ubiquitaire qui présente une masse moléculaire 

apparente de 65 kDa (215). Elle est constituée en N-terminal de deux domaines SH2 et d’un 

domaine tyrosine phosphatase en C-terminal (Figure 21). SHP-2 et Shc sont phosphorylées 

par les Jaks et recrutent alors le complexe « growth factor receptor bound protein 2 » 

(Grb2)/« son of sevenless » (SOS), permettant ainsi l’activation des protéines Ras et Raf. 

Cette dernière phosphoryle alors les « mitogen activated protein kinase kinases » (MAPKKs), 

aussi appelées MEKs ou MKKs, qui à leur tour phosphorylent les « mitogen activated protein 

kinases » (MAPKs) (224). La famille des MAPKs peut être divisée en deux catégories. D’une 
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part, les protéines ERKs pour « extracellular-regulated kinases », plus généralement appelées 

MAPKs, sont au nombre de trois : ERK1/2 et ERK 5. D’autre part, les SAPKs pour « Stress-

activated protein kinases » comportent les protéines p38 (p38α/β/γ/δ) et Jun amino-terminal 

kinases (JNK1/2/3). Les différents membres de la famille des MAPKs peuvent être activés par 

les cytokines de la famille de l’IL-6 mais les mécanismes conduisant à leur activation sont 

plus ou moins bien décrits. Les MAPKs phosphorylées migrent ensuite dans le noyau et, par 

l’intermédiaire de facteurs de transcription, elles peuvent réguler la transcription des gènes de 

la réponse immédiate tels que C-fos, jun-B et des protéines de la phase aiguë de 

l’inflammation (203, 215, 225). L’activation de la voie des MAPKs induit la prolifération et 

la survie des cellules (226, 227) mais également leur migration par l’intermédiaire de Shc 

(228-230).  
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Figure 21 : Organisation structurale des MAPK  

et des protéines adaptatrices SHP2 et Shc. 

4. Les protéines de la voie des « phosphatidyl inositol 3 kinase»

 La protéine SHP-2 est également capable de recruter la voie PI3K/Akt. La 

« phosphatidyl inositol 3 kinase » (PI3K) est constituée de deux sous-unités : la sous-unité 

régulatrice appelée p85 et la sous-unité catalytique appelée p110. Les mécanismes conduisant 

au recrutement de la voie PI3K/Akt par gp130 ne sont pas encore bien décrits. Cependant, il a 

été démontré la formation d’un complexe entre SHP-2/Grb2-Sos et « Grb2-associated binder-

1 » (Gab1) (203). Cette dernière est phosphorylée et recrute alors la sous-unité régulatrice de 

la PI3K. Cette interaction induit un changement conformationnel à l’origine de l’activation de 

la PI3K. Cette enzyme phosphoryle les lipides membranaires qui jouent alors le rôle de 
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seconds messagers. Ils servent de point d’ancrage à deux protéines kinases : Akt et 

« phosphoinositide-dependent kinase-1 » (PDK1). Ces deux protéines sont recrutées au 

niveau de la membrane plasmique et PDK1 phosphoryle Akt induisant ainsi son activation. 

Cette dernière est impliquée dans la survie et/ou la prolifération cellulaire. 

5. La régulation négative de la signalisation intracellulaire

 Afin d’éviter une stimulation excessive, la nature a mis au point des mécanismes 

sophistiqués pour éteindre la transduction du signal médiée par des cytokines. 

 5.1. Les « protein tyrosine phosphatases » (PTPs)

 Un mécanisme clé de la transduction du signal des cytokines de la famille de l’IL-6 est 

la phosphorylation des composants de la cascade de signalisation. Outre des protéines kinases, 

il est donc évident que des protéines phosphatases sont impliquées dans la régulation du 

signal. La première preuve de l’implication d’une PTP a été la mise en évidence du 

recrutement de la protéine SHP-2 sur le résidu Y
759

 de gp130 activé (211, 231). 

 La protéine SHP-2, aussi appelée « protein tyrosine phosphatase » (PTP1D), est 

constituée de deux domaines SH2 en N-terminal et d’un domaine phosphatase catalytique en 

C-terminal (Figure 21). La structure crystallographique de cette protéine suggère, qu’en 

absence de partenaire phosphorylé, un domaine SH2 en C-terminal recouvre le site actif et, 

par conséquent, l’activité catalytique est inhibée (232). La fixation des domaines SH2 à des 

motifs phosphorylés de récepteurs, ou de protéines adaptatrices, déplie la protéine induisant 

ainsi son activité enzymatique (233-235). SHP-2 est également activée lorsque ses résidus 

tyrosine 542 et/ou 580 du domaine C-terminal sont phosphorylés. Ces phosphotyrosines 

interagissent alors avec les domaines SH2 de la protéine libérant ainsi le domaine phosphatase 

(236). SHP-2 activée permet ainsi la déphosphorylation des résidus du domaine intracellulaire 

des chaînes transductrices du signal, des protéines Jaks et STATs. En effet, la surexpression 

d’un dominant négatif de SHP-2 conduit à une augmentation de la phosphorylation des 

chaînes réceptrices, des Jaks, des STATs et de SHP2 (237). L’implication d’autres 

phosphatases dans la signalisation médiée par les Jaks/STATs a été mise en évidence. Il s’agit 

des protéines PTP1B, CD45 et SHP1, mais leur mode d’action n’est pas encore élucidé. 
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 5.2. Les « protein inhibitory of activated STAT » (PIAS)

 La famille des PIAS comprend quatre membres : PIAS1, PIAS3, PIASx (PIAS2) et 

PIASy (PIAS4). A l’exception de PIAS1, deux isoformes de chaque protéine ont été 

identifiés. Ces protéines ont une forte homologie (>50%) et sont constituées de cinq domaines 

conservés (Figure 22) (238). 

SAP: scaffold-attachment factor A (SAFA) et SAFB, apoptotic chromatin-

condensation inducer in the nucleus (ACINUS) et domaine PIAS

PINIT: motif d’aminoacides

RLD: RING-flinger-like-zinc-binding domain

AD: domaine hautement acide

S/T: région riche en sérine et thréonine

D’après Shuai K. et al., Nat.Rev.Immunol., 2005 Aug;5(8):593-605.
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AD: domaine hautement acide

S/T: région riche en sérine et thréonine

D’après Shuai K. et al., Nat.Rev.Immunol., 2005 Aug;5(8):593-605.

Figure 22 : Organisation structurale des protéines de la famille des PIAS. 

 L’implication de chaque membre de cette famille a été démontrée dans la régulation 

de la signalisation des STATs. Des études ont mis en évidence la spécificité mais également 

la redondance des interactions PIAS/STAT. Il est intéressant de noter que les protéines PIAS 

interagissent uniquement avec les dimères des STATs, et pas avec les monomères, formés 

après leur phosphorylation par les protéines JAKs. Chaque membre de la famille des PIAS 

régule négativement l’activité des STATS auxquels il se lie. Ainsi, PIAS1, PIAS3 et PIASx 

interagissent avec STAT1, STAT3 et STAT4 respectivement (239-241). PIASy interagit 

également avec STAT1 (242). PIAS1 et PIAS3 bloquent la fixation sur l’ADN de STAT1 et 

STAT3 respectivement, réprimant ainsi leur activité transcriptionnelle. Le mécanisme détaillé 

de cette inhibition induite par les protéines PIAS n’est pas encore élucidé. Concernant PIASx 

et PIASy, leur mode d’action est différent puisqu’ils répriment l’activité transcriptionnelle, de 

STAT4 et STAT3 respectivement, en recrutant d’autres molécules co-répressives comme des 
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histones déacétylases (HDACs). La découverte de ces protéines PIAS met en évidence un 

mode d’inactivation directe des protéines de la famille des STATs. Ainsi, les protéines PIAS, 

constitutivement exprimées dans les cellules, agissent en régulant la concentration 

intracellulaire de protéines STATs activées. 

 5.3. Les « suppressor of cytokine signaling » (SOCS)

 Un autre mécanisme de rétrocontrôle négatif de la voie Jak/STAT a été mis en 

évidence suite au clonage et à l’identification des protéines SOCS encore nommées Jak 

binding protein (JAB) ou STAT-induced STAT inhibitor (SSI) (243). Cette famille comprend 

huit membres : SOCS1 à SOCS7, et la protéine « cytokine inducible SH2 containing protein » 

(CIS). Contrairement aux protéines PIAS exprimées constitutivement dans les cellules, 

l’expression des SOCS est induite par différentes cytokines. En effet, l’IL-6 et le LIF 

induisent l’expression des protéines CIS, SOCS1, SOCS2 et SOCS3. L’IL-11 induit 

seulement l’expression de SOCS3. Quant à l’OSM, il induit l’expression de CIS, de SOCS1 et 

de SOCS3 (244-247). Les promoteurs de nombreux SOCS contiennent des sites de fixation 

des STATs (246). 

 Ces protéines sont constituées d’un domaine SH2 central encadré, en N-ter, par un 

domaine inhibiteur de l’activité kinase (KIR) et en C-ter par une boîte SOCS (Box) (Figure 

23).  
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Figure 23 : Organisation structurale des protéines de la famille des SOCS. 

 La boîte SOCS est un module de 40 aminoacides qui permet l’interaction avec la 

protéine « E3-ubiquitine transferase ». Ainsi, les SOCS seraient impliquées dans la 

dégradation, par ubiquitinylation, des protéines auxquelles elles s’associent. En plus de leur 

capacité à induire cette dégradation, SOCS1 et SOCS3, peuvent également inhiber l’activité 

des protéines JAKs de façon directe par l’intermédiaire de leur domaine KIR. Ce domaine est 

qualifié de « pseudo-substrat » important pour la suppression de la signalisation induite par 
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les cytokines. En effet, des études in vitro ont montré que le domaine KIR de SOCS1 interagit 

avec le domaine kinase JH-1 de la protéine Jak2 inhibant ainsi son activité catalytique (248). 

Quant à SOCS3, bien qu’elle se fixe également aux protéines Jaks et qu’elle contienne un 

domaine KIR, son mode d’action principal consiste à s’associer aux résidus tyrosine 

phosphorylés des récepteurs de cytokines activés, comme gp130 (249, 250). De même que la 

protéine SHP2, SOCS3 se lie à gp130 par l’intermédiaire du résidu Y
759

. Le mécanisme exact 

par lequel SOCS3 agit n’est pas totalement élucidé. En effet, de façon similaire à SOCS1, il a 

également été démontré que SOCS3 pouvait se lier à la boucle d’activation de Jak2 par 

l’intermédiaire de son domaine SH2. Cependant, le mode d’action de ces deux protéines reste 

différent et reflète ainsi le fait que SOCS1 soit plus efficace pour bloquer l’activité des Jaks 

(251). 

 5.4. Autres systèmes de modulation de la transduction du signal

 Les cytokines peuvent réguler négativement l’expression de leurs propres récepteurs. 

En effet, la fixation de l’IL-6 sur son récepteur entraîne une internalisation du complexe et 

donc une diminution de l’expression du récepteur à la surface cellulaire. La voie du 

protéasome semble également être impliquée dans la régulation négative du signal 

intracellulaire. Ce phénomène a été mis en évidence pour l’EPO et son récepteur. En effet, la 

protéine CIS est une protéine ubiquitinylée qui, en s’associant au récepteur, permet la 

dégradation de ce complexe par la voie du protéasome. De plus, des inhibiteurs du 

protéasome entraînent une prolongation de la phosphorylation des STATs et du récepteur en 

réponse à l’EPO. Cette voie permet alors de réguler la durée du signal intracellulaire induit 

par l’EPO en diminuant le nombre de récepteurs à la surface cellulaire (252, 253). En ce qui 

concerne les cytokines de la famille de l’IL-6, une régulation de même type a été mise en 

évidence. En effet, après stimulation avec de l’OSM, les chaînes gp130, LIFR et OSMR sont 

ubiquitinylées et dégradées par la voie du protéasome (244). Cependant, les complexes 

cytokine/récepteur sont généralement dégradés par la voie lysosomale (254, 255). Ce 

mécanisme de régulation négative fait intervenir le domaine intracellulaire de gp130. En effet, 

des motifs « dileucine like » ont été identifiés au niveau de gp130 mais également du LIFR 

(255, 256). Ces motifs sont nécessaires pour l’internalisation du récepteur induite par la 

fixation du ligand. Cependant, l’internalisation de gp130 semble être indépendante de la 

fixation du ligand mais elle est modulée par la phosphorylation du résidu Ser
782

 qui est 

adjacent au motif dileucine (256, 257). Cette phosphorylation est induite par les MAPKs. 
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 Une autre voie de modulation de l’activité des cytokines consiste à réguler la stabilité 

de leurs ARNs messagers, dont la demie vie est courte (203). Différentes voies de 

signalisation sont impliquées dans ce mécanisme de stabilisation. Il s’agit des voies des 

MAPKs et de la PI3K. Le mécanisme exact, par lequel ces voies de signalisation influencent 

la stabilité des ARNm, n’est pas encore élucidé. Seule, l’importance des régions riches en 

motifs AU a été mise en évidence. De même, la demie vie des protéines de signalisation est 

impliquée dans la modulation de la réponse aux cytokines. Ainsi, la demie-vie des protéines 

SOCS est très courte (1 à 2 heures) permettant un recyclage rapide. Par conséquent, ces 

protéines sont disponibles en permanence et régulent négativement les voies de signalisation 

afin de limiter la réponse aux cytokines. A l’inverse, la demie-vie des protéines STATs est 

beaucoup plus longue (8 à 16 heures) limitant ainsi leur recyclage et donc leur disponibilité. 

 La mise en évidence de ces protéines agissant à divers niveaux de la cascade 

d’activation intracellulaire en réponse à une cytokine, laisse entrevoir la complexité et la 

précision de ce réseau. Il est probable qu’un équilibre entre activation et inactivation du signal 

intracellulaire soit à l’origine de la précision de la réponse biologique cellulaire. Il existe un 

autre mécanisme de régulation de l’activité des cytokines : il s’agit de formes solubles des 

récepteurs de ces cytokines. Ce mécanisme est présenté plus en détails dans le chapitre 3. 
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Figure 24 : Voies de régulation négative de la signalisation cellulaire induite par les 

cytokines de la famille de l’IL-6 
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Chapitre 3 

Implication des cytokines de la famille de l’IL-6 dans des pathologies 

1. Cytokines de la famille de l’IL-6 et système cutané

1.1. OSM et inflammation cutanée : implication dans le psoriasis

L’OSM est connue pour être un médiateur proinflammatoire et récemment, cette 

activité pro-inflammatoire a été mise en évidence au niveau de la peau. Des études ont 

démontré la présence d’OSM dans différentes conditions pathologiques au niveau de la peau 

telles que des lésions psoriasiques, des kératoacanthomes ou des carcinomes spinocellulaires 

(258-260). De plus, l’OSM est un facteur autocrine essentiel pour les cellules de sarcome de 

Kaposi. Ainsi, une première étude a été réalisée afin d’analyser les réponses 

transcriptionnelles induites par l’OSM dans des cultures primaires de kératinocytes (261). Ce 

même groupe a étudié les effets de l’OSM sur des épidermes reconstitués (262). En parallèle à 

cette étude, nous avons également analysé l’effet de l’OSM sur la peau (263). Nous avons 

d’abord démontré que les kératinocytes expriment le récepteur fonctionnel de type II de 

l’OSM mais pas le récepteur de type I, partagé avec le LIF. Ainsi, les différentes voies de 

signalisation activées par l’OSM, dans les kératinocytes, ne sont pas activées via le LIFRβ. En 

effet, le LIF n’est pas capable d’induire l’activation de ces cellules. L’analyse du profil 

transcriptionnel induit par l’OSM, dans les kératinocytes et les épidermes reconstitués, montre 

une implication de cette cytokine dans la régulation des mécanismes d’adhésion, 

d’angiogénèse, d’immunité innée et de la réponse inflammatoire (261, 263). En effet, l’OSM 

stimule fortement l’expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans la réponse 

inflammatoire, les défenses anti-microbiennes ou associées au chimiotactisme. A l’inverse, 

l’OSM inhibe l’expression de gènes associés à la différenciation des kératinocytes, tels que la 

CK1, la CK10 ou la filagrine. Ces résultats confirment les études précédentes selon lesquelles 

l’OSM module l’expression de gènes impliqués dans l’immunité innée, l’angiogénèse, 

l’adhésion, la mobilité, le remodelage tissulaire, le cycle cellulaire et la transcription. Dans 

ces études, ils ont également mis en évidence l’inhibition des marqueurs de différenciation et 

l’induction des protéines de la famille S100A en réponse à l’OSM (262). Une surexpression 

des membres de cette famille, en particulier la protéine S100A7 (psoriasine) est détectée chez 

des patients atteints de psoriasis. Enfin, l’OSM augmente l’expression du VEGF, suggérant 

un rôle dans l’angiogénèse. De plus, l’étude de l’activité de l’OSM dans un modèle de 
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cicatrisation in vitro et dans des épidermes reconstitués met en évidence une migration des 

kératinocytes et une hyperplasie des épidermes reconstitués induites par cette cytokine. 

D’autres études confirment l’implication de l’OSM dans la réponse inflammatoire in vivo. En 

effet, il a été mis en évidence qu’une injection sous-cutanée d’OSM génère un érythème et un 

oedème chez la souris ainsi qu’une vasodilatation et une infiltration de leucocytes (264). 

 L’ensemble de ces données suggèraient l’implication de l’OSM dans l’inflammation 

cutanée et par conséquent, son implication dans des pathologies cutanées telles que le 

psoriasis. Le psoriasis est l’une des pathologies cutanées chroniques les plus répandues. 2% 

de la population mondiale souffre de cette pathologie. Les causes de cette maladie sont 

toujours inconnues mais elles semblent résulter de prédispositions génétiques et également de 

facteurs environnementaux, tels que le stress ou les infections. La pathogénèse du psoriasis est 

sous la dépendance de cellules de l’immunité activées, telles que les lymphocytes T, les 

cellules dendritiques, les neutrophiles et les macrophages. De plus, les médiateurs pro-

inflammatoires -notamment des cytokines, des chimiokines et des facteurs de croissance- 

créent un environnement inflammatoire et stimulent la prolifération des kératinocytes et des 

cellules endothéliales. Les lésions cutanées de patients psoriasiques sont érythémato-

squameuses et sont caractérisées par un épaississement de l’épiderme résultant d’une 

hyperprolifération et d’une différenciation anormale des kératinocytes (Figure 25). 

Figure 25 : Représentation schématique des mécanismes impliqués dans la 

physiopathologie du psoriasis. 

(D’après Gaspari, AA et al., J.Am.Acad.Dermatol., 2006). 
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 Une surexpression de la protéine S100A7 –aussi appelé psoriasine- est observée dans 

les lésions cutanées de ces patients. De même, une surexpression des chaînes OSMRβ et 

gp130 est retrouvée chez ces patients comparés à des sujets sains (263). De plus, l’OSM est 

détectée dans les lésions psoriasiques alors qu’elle n’est pas ou très peu détectée dans la peau 

saine. L’analyse des lymphocytes T infiltrant les lésions montre qu’ils produisent des 

quantités d’OSM plus importantes que les lymphocytes T périphériques issus de mêmes 

patients ou de sujets sains. Ces lymphocytes T représentent donc une source importante 

d’OSM in situ mais il n’est pas exclu que d’autres cellules de la peau -telles que les 

kératinocytes, les monocytes et les neutrophiles- produisent également de l’OSM. D’autre 

part, des études cliniques ont mis en évidence des concentrations d’OSM plus élevées dans les 

surnageants de culture de biopsies de lésions cutanées psoriasiques comparées à des peaux 

non lésées ou saines (259). L’OSM pourrait ainsi être impliqué dans l’exacerbation de la 

réponse inflammatoire cutanée observée dans les lésions psoriasiques. Ces données sont 

corrélées avec une étude montrant que des souris transgéniques surexprimant STAT3 au 

niveau de la peau développent des lésions cutanées similaires à celles observées dans le 

psoriasis (265). La formation de ces lésions chez ces animaux est dépendante de l’activation 

de STAT3 dans les kératinocytes et de la présence de lymphocytes T activés. Or, nous venons 

de démontrer que l’OSM est produite par les lymphocytes T infiltrants et qu’elle induit 

l’activation de STAT3. Ces observations apportent donc de nouvelles preuves de l’implication 

de l’OSM dans le psoriasis.  

 Dans l’étude du groupe de Miroslav Blumenberg, l’OSM semble exercer des activités 

pro- et anti-inflammatoires au niveau de la peau. Les effets anti-inflammatoires observées 

impliquent la suppression des molécules de signalisation type Th1 et l’induction de l’IL-4, 

une cytokine de type Th2. Or, le psoriasis est une maladie de type Th1 et l’OSM pourrait ainsi 

inhiber les réponses Th1 impliquées dans cette pathologie. De plus, elle inhibe également des 

protéines impliquées dans la voie IL-1 et ils suggèrent ainsi qu’elle pourrait jouer un rôle dans 

la suppression des processus inflammatoires psoriasiques. Selon leurs hypothèses, l’OSM 

pourrait ainsi être impliquée dans la réduction de la progression de la maladie. Cependant les 

facteurs d’induction ou de répression observés sont relativement faibles et aucune donnée n’a 

été confirmée au niveau protéique. De plus, connaissant l’implication de nombreuses 

cytokines dans le psoriasis, nous avons testé 33 cytokines sur les kératinocytes et mis en 

évidence une activité prépondérante de l’OSM en synergie avec le TNF-α et l’IL-17. Ces 

deux cytokines sont déjà décrites pour leurs effets proinflammatoires sur les kératinocytes et 

leur expression dérégulée dans le psoriasis (263, 266). Ces données contribuent à mieux 
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comprendre le réseau cytokinique complexe impliqué dans la régulation de l’inflammation 

obervée dans le psoriasis, et à identifier des cibles potentielles pour le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. 

 Et enfin, une étude récente démontre l’implication de l’OSMRβ dans une autre 

pathologie cutanée : l’amylose cutanée primaire localisée ou lichen amyloïde (267). Il s’agit 

d’une maladie autosomale dominante caractérisée par une éruption persistante, prurigineuse, 

papuleuse que l'on retrouve plus particulièrement sur les tibias. Celle-ci est provoquée par un 

dépôt de substance amyloïde dans le derme papillaire. Les lésions se composent de papules 

multiples, squameuses et souvent pigmentées et peuvent également se présenter sur les 

extenseurs des cuisses, des avant-bras et de la partie supérieure des bras. En recherchant des 

gènes candidats chez des patients atteints de lichen amyloide, ils ont identifié deux mutations 

faux-sens au niveau de l’OSMR. Ces mutations sont situées un niveau des domaines FnIII et 

une des mutations entraîne une inhibition de la signalisation induite par l’OSM. Cette 

mutation est située sur un domaine FnIII et pourrait donc interférer dans l’hétérodimérisation 

de l’OSMR avec gp130. En effet, des études de mutagénèse dirigée sur gp130 ont déjà 

démontré l’importance des domaines FnIII dans la dimérisation avec gp130 ou LIFR. 

Cependant des études supplémentaires sont nécessaires afin de comprendre la corrélation 

entre cette maladie et les mutations. Cela permettra ainsi de déterminer le rôle exact de l’OSM 

dans cette maladie et également d’étendre l’étude à d’autres pathologies cutanées. 

 L’ensemble de ces données met en évidence une implication de l’OSM au niveau de la 

peau et plus particulièrement dans l’inflammation cutanée. De façon similaire, l’IL-31 

présente également un tropisme cutané. 

 1.2. IL-31 et dermatite atopique

 Des souris transgéniques surexprimant l’IL-31 développent un prurit, une 

hyperkératinose, une alopécie ainsi que des lésions cutanées caractérisées par une infiltration 

de cellules inflammatoires et de mastocytes (175). Un phénotype similaire est observé chez 

des patients atteints de dermatite atopique. Il s’agit d’une pathologie cutanée inflammatoire 

chronique qui affecte 10 à 20% des enfants dans le monde. Les symptômes  peuvent persister, 

ou débuter, à l’âge adulte. Cette maladie est la résultante de différents paramètres : des gènes 

de susceptibilité, des facteurs environnementaux et immunologiques. Deux types de dermatite 

atopique sont définis : la forme extrinsèque associée à une sensibilisation médiée par les IgE 

et la forme intrinsèque avec absence de sensibilisation médiée par les IgE. Les souris 
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transgéniques surexprimant l’IL-31 ne présentent pas de taux d’IgE élevés et par conséquent, 

cette cytokine pourrait être associée à la forme intrinsèque de la maladie.  

 La dermatite atopique est caractérisée par deux phases : une phase aiguë et une phase 

chronique (Figure 26). La phase aiguë, dite « de type Th2 », est caractérisée par la production 

d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 par les lymphocytes Th2 infiltrants l’épiderme. A l’inverse, la phase 

chronique, dite « de type Th1 », est caractérisée par une production importante d’IFNγ dans 

ce même tissu (268). 

Figure 26 : Voies immunologiques impliquées dans la dermatite atopique 

(D’après Leung, DYM et al., The Lancet, 2003). 

 D’autre part, cette pathologie est caractérisée par l’infiltration d’un type cellulaire 

particulier : les lymphocytes Th2 mémoires exprimant le « cutaneous lymhocyte antigen » 

(CLA+). L’implication de ces cellules a déjà été démontrée dans plusieurs maladies 

caractérisées d’« atopiques » (269). En effet, il a été démontré que ces cellules répondent de 

manière exacerbée aux allergènes comparées aux cellules CLA- (270). De plus, cette sous-

population lymphocytaire T est majoritaire au niveau des sites cutanés inflammatoires alors 

qu’elle représente seulement 15% des lymphocytes T périphériques. Or, l’IL-31 est produite 

par ces cellules et les lymphocytes T mémoires CLA+ circulants de patients atteints de 

dermatite atopique semblent produire plus d’IL-31 que ceux atteints de psoriasis ou ceux de 

sujets sains (269). D’autres études confirment l’implication de l’IL-31 dans la dermatite 
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atopique chez la souris mais aussi chez l’homme. En effet, une surexpression d’IL-31 est 

retrouvée au niveau de la peau des souris NC/Nga, un modèle de dermatite atopique, 

lorsqu’elles développent la maladie (271, 272). L’équipe de Bernhard Homey décrit l’IL-31 

comme un nouveau lien entre les cellules T et le prurit au niveau de l’inflammation cutanée 

atopique. En effet, l’IL-31 est significativement augmentée chez des patients présentant une 

inflammation cutanée pruritique comparés à des patients atteints d’une inflammation cutanée 

non pruritique (273). Ainsi, l’IL-31 serait à l’origine des sensations de démangeaison dans 

cette pathologie. Cette expression d’IL-31 est également corrélée avec l’expression d’IL-4 et 

d’IL-13, deux cytokines de type Th2 impliquées dans de nombreuses maladies inflammatoires 

(274). Plus récemment, une étude génétique a permis la mise en évidence d’un haplotype 

particulier de l’IL-31 associé à de l’eczéma de type non atopique (275). Et de manière 

similaire à l’OSM, l’interleukine-31 pourrait être impliquée dans le lichen amyloïde (267). En 

effet, la mutation observée sur l’OSMR entraîne une inhibition de la signalisation cellulaire 

induite par l’OSM mais également celle induite par l’IL-31. 

 L’IL-31 est une cytokine récemment identifiée et par conséquent, encore mal connue. 

Cependant, les premières études réalisées mettent clairement en évidence son tropisme cutané 

et son implication dans des pathologies cutanées. D’autres résultats préliminaires mettent 

également en évidence une implication de l’IL-31 dans d’autres pathologies allergiques telles 

que l’asthme (179, 275-278).

 1.3. Implication des autres membres de la famille de l’IL-6 au niveau cutané

Les cytokines de la famille de l’IL-6 exercent des effets pléiotropes et redondants mais 

toutes n’ont pas d’activité au niveau de la peau. Hormis l’OSM et l’IL-31, seuls l’IL-6, le LIF 

et l’IL-11 sont connus pour avoir des effets au niveau de la peau et/ou dans des pathologies 

cutanées inflammatoires. 

  1.3.1. L’IL-6

Les données de la littérature concernant les effets in vitro de l’IL-6 seule sur la 

prolifération des kératinocytes sont contradictoires (279, 280). Cependant, il est démontré que 

l’IL-6 potentialise la prolifération des kératinocytes, induite par l’Epidermal Growth Factor 

(EGF), en augmentant l’expression du récepteur de ce facteur de croissance (280). Ces 

résultats sont confirmés in vivo par injection intradermique chez le rat d’un plasmide codant 

pour l’IL-6 humaine. Cette injection induit la surexpression d’IL-6 par les kératinocytes, la 
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formation d’un érythème, un épaississement de l’épiderme et une infiltration de lymphocytes 

T (281). Une surexpression de TGF-α est également observée. Or, cette cytokine induit 

également une hyperprolifération et un épaississement de la peau (282). Dans un modèle de 

xénogreffe de peau humaine sur des rats immunodéficients, la surexpression d’IL-6 dans des 

kératinocytes induit une augmentation de leur prolifération, et par conséquent un 

épaississement de l’épiderme, ainsi que l’infiltration de lymphocytes (281, 283). Des souris 

transgéniques exprimant constitutivement l’IL-6 au niveau de la peau sont de taille inférieure, 

présentent des zones cutanées desquamées, une croissance du poil retardée et une couche 

cornée épaissie (284). Dans ce modèle, l’IL-6 ne semble pas avoir d’effet sur la prolifération 

des kératinocytes et sur l’infiltration de leucocytes. En effet, l’expression des kératines K14 

(marqueur de prolifération) et K10 (marqueur de différenciation) n’est pas modulée dans ces 

souris. Même si certains résultats sont contradictoires, l’ensemble de ces données suggère une 

implication de l’IL-6 dans le développement d’un phénotype inflammatoire cutané 

ressemblant à celui observé chez des patients atteints de psoriasis. 

 Les concentrations d’IL-6 sérique, secrétée in vitro par les cellules mononucléées de 

sang périphérique de patients atteints de psoriasis, sont plus élevées que celles de sujets sains 

ou atteints de dermatite atopique (285, 286). De même, l’expression de l’IL-6 est augmentée 

dans les lésions de patients psoriasiques comparées à de la peau non lésée des mêmes patients 

ou de sujets sains. Les kératinocytes, les cellules endothéliales et les leucocytes infiltrant le 

derme semblent être les principales sources de cette cytokine (279, 286). D’autre part, 

l’expression d’IL-6 est diminuée après traitement des patients par des corticoïdes 

parallèlement à la diminution de l’épaisseur de l’épiderme et du nombre de cellules 

inflammatoires infiltrantes (279, 287). 

  1.3.2. Le LIF

 Le LIF semble être principalement exprimé par les kératinocytes des couches supra-

basales de l’épiderme mais il n’est pas détecté dans le derme. Les kératinocytes expriment 

l’ARNm codant pour le LIF et pour son récepteur. Le niveau d’expression du LIF pourrait 

être associé au stade de différenciation des kératinocytes car il est augmenté en présence de 

fortes concentrations d’un inducteur de la différenciation : le calcium. Quant à sa production 

par les kératinocytes, elle est augmentée par l’IL-1α ou l’IL-8. Le LIF augmente, à son tour, 

la production de ces deux cytokines pro-inflammatoires. Cependant, il n’a aucun effet sur la 

production de TNF-α et d’IL-6 (288). Ces données suggèrent une implication du LIF dans la 
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régulation de l’inflammation cutanée. Une étude in vivo, chez la souris, a confirmé cette 

hypothèse. En effet, une injection sous-cutanée de LIF chez la souris induit un gonflement et 

une accumulation de leucocytes (289). Cependant, une autre étude démontre un effet anti-

inflammatoire du LIF dans un modèle murin d’inflammation induite par l’adjuvant de Freund. 

Le LIF diminue alors l’œdème induit par cet adjuvant, l’infiltration de cellules 

inflammatoires, notamment de macrophages, et l’expression d’IL-1β (290). 

 L’expression de l’ARNm codant pour le LIF est augmentée dans certaines pathologies 

inflammatoires cutanées comme la dermatite atopique, les carcinomes de la peau et le 

psoriasis (291-293). Les concentrations de LIF sont plus importantes dans les surnageants de 

culture de biopsies de lésions psoriasiques comparées à des peaux non lésées des mêmes 

patients ou de peaux saines (259). De plus, le LIF stimule l’hyperprolifération de 

kératinocytes humains in vitro dans un modèle d’épiderme reconstitué et une surexpression de 

cette cytokine a été observée dans l’épiderme hyperprolifératif de patients atteints de sclérose 

latérale amyotrophique (294). Une autre corrélation, observée entre le LIF et 

l’hyperprolifération des kératinocytes, est l’induction de la kératine-17 par le LIF. Cette 

protéine est impliquée dans la cicatrisation et dans l’hyperprolifération des kératinocytes (295, 

296). L’ensemble de ces données suggère une implication du LIF dans les pathologies 

cutanées caractérisées par une hyperprolifération de l’épiderme.  

  1.3.3. L’IL-11

 L’expression d’IL-11 est augmentée dans les lésions cutanées chroniques de patients 

atteints de dermatite atopique, parallèlement à l’augmentation du dépôt de collagène observé 

dans cette maladie. L’IL-11 semble être produite par les éosinophiles infiltrés dans les lésions 

(297). Les concentrations d’IL-11 sont plus importantes dans les surnageants de culture de 

biopsies de lésions psoriasiques que dans ceux de peaux asymptomatiques des mêmes patients 

ou de peaux saines (258). Cependant, le niveau d’expression de l’ARNm codant pour l’IL-11 

est similaire dans les peaux lésées ou asymptomatiques de patients atteints de psoriasis (298). 

 Compte tenu de ses propriétés anti-inflammatoires, l’IL-11 a été testée pour traiter des 

patients atteints de psoriasis. Un essai clinique de phase I, réalisé sur 12 patients traités 

pendant 8 semaines avec des injections sous-cutanées journalières d’IL-11, montre une 

amélioration clinique chez 7 patients avec une diminution des érythèmes, de la desquamation 

et des indurations cutanées. De plus, l’IL-11 induit une diminution de l’épaisseur de 

l’épiderme in vivo, associée à une réduction de la prolifération des kératinocytes, ainsi qu’une 

diminution de l’infiltrat de lymphocytes T CD4+ et CD8+. Elle diminue également 
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l’expression des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFNγ, l’IL-12, l’IL-1β, IL-8 et 

TNF-α, et de molécules d’adhésion telles que ICAM-1 (298). 

 L’ensemble de ces données montre que l’IL-6, le LIF, l’IL-11, l’OSM et l’IL-31 sont 

impliquées à différents niveaux dans la régulation de l’inflammation cutanée. L’IL-6, le LIF, 

l’OSM et l’IL-31 semblent exercer une activité pro-inflammatoire au niveau de la peau. A 

l’inverse, l’IL-11 apparaît comme une cytokine anti-inflammatoire. 

2. Cytokines de la famille de l’IL-6 et cancer

 2.1. Les cytokines à activité pro-tumorale

  2.1.1. L’IL-6

 L’IL-6 joue un rôle majeur dans le développement de cancers en favorisant la 

croissance tumorale. En effet, elle inhibe l’apoptose des cellules tumorales et elle favorise 

l’angiogénèse tumorale (299). Elle semble être impliquée dans la régulation de la croissance 

tumorale de manière paracrine et autocrine. Elle participe à la croissance de certaines cellules 

cancéreuses, telles que des cellules de cancers colorectaux, et en particulier à un stade avancé. 

La concentration d’IL-6 peut dépendre du stade de la tumeur et elle peut ainsi être corrélée au 

taux de survie des patients. Plusieurs études se sont ainsi focalisées sur l’utilisation de l’IL-6 

comme facteur pronostic dans le cancer. En effet, les concentrations sériques en IL-6 sont 

généralement élevées dans de nombreux cancers (cancers de l’endomètre, des poumons, du 

sein, colorectaux, ovariens et rénaux). De plus, une surexpression d’IL-6 et de son récepteur 

soluble (IL-6Rs) est retrouvée dans des carcinomes mammaires et des cancers de la prostate. 

Les concentrations d’IL-6 et de son récepteur sont alors corrélées avec le grade histologique 

de la maladie.  

 Une production autocrine d’IL-6, par des cellules de carcinome du sein, a été mise en 

évidence in vitro et in vivo. Une concentration sérique élevée d’IL-6 est retrouvée chez des 

patientes atteintes de carcinomes du sein à un stade avancé et présentant des métastases au 

niveau du foie. Cette concentration élévée est associée à une survie plus courte comparée à 

des patientes présentant des concentrations d’IL-6 moins élévée. De plus, une corrélation 

entre le taux d’IL-6 et de « C-reactive protein » (CRP), marqueur de l’inflammation, a été 
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observée dans ce type de cancer mais également dans d’autres cancers comme le cancer du 

colon. 

 De même, une corrélation entre les concentrations d’IL-6 et le stade du cancer a été 

démontrée dans le cas de cancers de l’estomac. Des études démontrent l’implication de l’IL-6 

dans la progression de ce cancer mais également dans l’invasion des cellules cancéreuses au 

niveau des ganglions lymphatiques et dans le développement des métastases. Ces résultats 

confirment le rôle de l’IL-6 comme facteur pronostic. De plus, il a été démontré une 

implication de IL-6 dans l’angiogénèse via l’induction de la production de VEGF. Elle 

pourrait ainsi favoriser la croissance de la tumeur. 

 L’implication de l’IL-6 dans le développement du cancer pancréatique a également été 

étudiée. Elle peut être secrétée par les cellules tumorales pancréatiques grâce à des 

mécanismes autocrine et paracrine, et il a été démontré une association entre la concentration 

sérique d’IL-6 et le stade du cancer chez des patients présentant une cachéxie. Un traitement 

avec des anticorps monoclonaux dirigés contre l’IL-6 conduit à une réduction des symptômes 

cliniques chez des patients présentant des taux élevés d’IL-6.  

 Le rôle de l’IL-6 dans la pathogénèse de leucémies et de lymphomes est bien décrit. 

En effet, cette glycoprotéine est un facteur de stimulation des cellules B et intervient dans leur 

différenciation. Elle induit également la croissance de cellules B dans la cas de lymphomes. 

Des concentrations sériques d’IL-6 élevées sont observées chez des patients atteints de 

lymphomes confirmant ainsi le rôle de l’IL-6 comme facteur pronostic négatif. De plus, l’IL-6 

joue un rôle majeur dans le développement de myélome multiple. En effet, cette cytokine est 

un facteur de croissance pour les plasmocytes et les hybridomes dérivés de cellules B. La 

concentration élevée en IL-6, chez des patients atteints de ce cancer, continue à augmenter 

avec la progression de la maladie. Des études récentes ont montré que l’IL-6 pouvait être une 

cible dans le traitement de myélome multiple basé sur l’utilisation d’anticorps dirigés contre 

l’IL-6 et son récepteur. 

  2.1.2. Le LIF

 Comme l’IL-6, le LIF induit la différenciation de la lignée monocytaire M1, et il est 

exprimé dans de nombreux cancers. En effet, son expression est détectée in vitro, par 

Northern-blot, dans des lignées de carcinomes dérivés du pancréas, du poumon, de l’estomac, 

du colon, du sein, de mélanocytes, du foie et de la vésicule biliaire. Son récepteur est 

également exprimé par ces cellules suggérant la possibilité d’une stimulation autocrine et/ou 

paracrine des cellules cancéreuses par le LIF. Certains résultats suggèrent une interaction 
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entre les macrophages infiltrant les tumeurs et les cellules de sarcomes afin d’augmenter la 

secrétion de LIF par les cellules tumorales. Et très récemment, il a été démontré un rôle du 

LIF et de l’IL-6 dans la génération de macrophages associés aux tumeurs (MATs) à partir de 

monocytes. Ces MATs sont des cellules immunosuppressives présentes en grand nombre dans 

le microenvironnement tumoral. Par conséquent le LIF et l’IL-6, contenus dans ce 

microenvironnement, favoriseraient l’acquisition d’une tolérance immunitaire vis-à-vis des 

cellules tumorales (300). Ces résultats confirment une étude précédente dans laquelle la 

transfection de cellules cancéreuses avec du LIF prévenait le développement d’une réponse 

immunitaire anti-tumorale (301). 

 Le LIF est impliqué dans le développement tumoral et peut agir comme facteur de 

croissance sur certaines lignées tumorales. En ce qui concerne le cancer du sein, le LIF et son 

récepteur sont exprimés dans la plupart des lignées de cancer du sein. Ainis, de nombreuses 

études ont été réalisées afin de comprendre le rôle du LIF dans ce cancer. Aucune implication 

du LIF n’a pu être démontrée de manière irréfutable même si certaines études suggèraient un 

effet stimulateur et paracrine du LIF sur des lignées de cancer de sein. Par ailleurs, le LIF 

stimule indirectement la prolifération d’ostéoclastes et la résorption osseuse. Il a ainsi été 

suggéré que le LIF, dérivé de cellules cancéreuses du sein, pourrait favoriser le 

développement de métastases osseuses. Cependant, aucune étude à ce jour n’a confirmée cette 

hypothèse. 

 Le LIF semble également être impliqué dans le développement de tumeurs au niveau 

de la peau (291). En effet, il est secrété par des cellules de carcinomes de la peau et il induit la 

croissance tumorale par des mécanismes directs et indirects. Il stimule la prolifération de 

kératinocytes tumoraux et il active la secrétion d’IL-8 qui stimule également leur 

prolifération. Il semble également exercer un rôle immunosuppresseur en induisant la 

secrétion d’IL-10, inhibant ainsi les réponses Th2 et favorisant la croissance de la tumeur. 

 Le LIF induit une perte de poids et une cachexie in vivo. Ces symptômes sont associés 

aux maladies inflammatoires, aux infections chroniques et au cancer. Le mécanisme à 

l’origine de ces effets du LIF est une diminution de l’activité lipase des adipocytes. Ces effets 

ne sont pas spécifiques du LIF et ils peuvent être induits par d’autres cytokines comme l’IL-1 

ou le TNF-α. Cependant, des concentrations sériques élevées de LIF ont été observées chez 

des patients atteints de cancers –en particulier de lymphomes (302)- et de nombreuses lignées 

tumorales sécrètent du LIF : il représente donc un facteur potentiellement inducteur de 

cachexie chez ces patients. Cet effet du LIF a été confirmé in vivo dans un modèle de greffe 

sur des souris Nude en utilisant la lignée de mélanome SEKI (291). Cette lignée produit du 
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LIF à l’origine d’une cachexie sévère chez les souris greffées. Le taux de LIF secrété apparaît 

comme régulateur de la tumorigénicité. D’autres études sur des souris Nude, injectées avec 

des cellules de carcinomes de colon produisant du LIF, ont démontré une corrélation entre la 

tumorigénicité et le taux de LIF. En effet, l’inhibition de la production de LIF par les cellules 

de carcinomes induit une diminution du nombre de tumeurs. 

2.2. Les cytokines à propriétés anti-tumorales

  2.2.1. L’IL-27

 L’IL-27 représente un intérêt considérable comme agent anti-cancéreux du fait de ses 

similarités avec l’IL-12 (192). Cette dernière est connue pour son efficacité contre les tumeurs 

car elle favorise la polarisation Th1 et par conséquent, les réponses immunitaires cellulaires et 

la prolifération des lymphocytes T cytotoxiques. La surexpression d’IL-27 dans des cellules 

de carcinome de colon, des néoblastomes ou des mélanomes transplantées chez la souris, 

inhibe la croissance de la tumeur. De plus, dans la plupart des cas, les souris hôtes sont 

également protégées contre les cellules cancéreuses parentales non transfectées injectées 

simultanément au niveau d’un autre site ou injectées après la régression complète des tumeurs 

initiales surexprimant l’IL-27. Les splénocytes de ces souris produisent des quantités élevées 

d’IFNγ lorsqu’ils sont stimulés à nouveau avec la lignée cellulaire parentale. De plus, leur 

activité cytolytique contre les cellules parentales est augmentée. Ces résultats suggèrent donc 

le développement d’une mémoire immunologique, contre les cellules tumorales, lors de 

l’expression de l’IL-27. 

 L’objectif de certaines études consistait à identifier les cellules responsables de la 

protection induite par l’IL-27. Malgré une variabilité considérable entre ces études, la 

majorité a observé l’implication des lymphocytes T CD8+ dans le rejet de la tumeur induit par 

l’IL-27. Cette dernière entraîne une augmentation de leur activité cytotoxique. Cependant, il 

semble que l’IL-27 exerce également des activités anti-tumorales indépendantes des cellules 

immunitaires. En effet, une étude de l’effet de l’IL-27 sur la croissance tumorale a été réalisée 

dans des souris NOD-scid. Ces souris n’ont pas de lymphocytes mais présentent également 

des défauts dans le développement des cellules myéloïdes, la fonction des cellules 

présentatrices de l’antigène et au niveau du complément. Les auteurs ont ainsi montré des 

résultats suggérant que l’IL-27 aurait des propriétés anti-angiogéniques supprimant ainsi la 

néovascularisation des tumeurs. 
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 L’ensemble de ces données démontre donc l’intérêt de considérer l’IL-27 comme 

agent anti-cancéreux. Cependant, même si toutes les études réalisées in vivo chez la souris 

sont prometteuses, aucune administration systémique d’IL-27 chez un patient n’a été réalisée. 

Connaissant les effets secondaires sévères de l’IL-12 conduisant à une importante toxicité, il 

est probable que l’IL-27 induise également des effets secondaires. Cependant, l’IL-27 devrait 

être mieux tolérée que l’IL-12. En effet, une étude comparative de ces deux cytokines chez 

des souris, par administration systémique, a démontré que l’IL-27 induit une splénomégalie et 

une toxicité hépatique moins importantes que l’IL-12. 

 2.2.2. L’OSM

 L’OSM a d’abord été identifiée pour sa capacité à inhiber la prolifération de certaines 

lignées tumorales, en particulier des mélanomes, des carcinomes de poumons, des 

neuroblastomes et des glioblastomes (162, 166, 303). L’inhibition de la prolifération, 

observée en réponse à l’OSM, se traduit par un arrêt du cycle cellulaire en phase G1, et par 

conséquent, une diminution du nombre de cellules en phase S. Cet arrêt du cycle cellulaire est 

caractérisé par l’induction des inhibiteurs du cycle cellulaire p21 ou p27 (304, 305) ou de 

protéines, telles que « CCAAT/enhancer binding protein » (C/EBP) δ, qui répriment la 

transcription et induisent un arrêt cellulaire en phase G0/G1 (306, 307). Une étude démontre 

que l’OSM inhibe la prolifération de cultures primaires de glioblastomes mais n’exerce aucun 

effet sur leur pouvoir invasif ou sur la prolifération d’astrocytes normaux (308). De plus, cette 

cytokine induit une différenciation morphologique des glioblastomes, qui se traduit par un 

allongement des cellules et l’apparition de pseudopodes (Figure 27) (309).  

Figure 27 : Traitement de cellules humaines dérivées de gliomes avec de l’OSM.  

(D’après Halfter et al., 1999, Mol.Cell Res.Commun.) 

L’OSM induit une modification morphologique des cellules de gliome GOS3. (A) Cellules non 

traitées et (B) traitées avec 25 ng/ml d’OSM pendant 6 jours. 
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 En outre, l’OSM semble moduler l’expression des « matrix metalloproteinases » 

(MMPs) et de leurs inhibitreurs : les « tissue inhibitors of MMPs » (TIMPs). Cette balance 

MMPs/TIMPs est impliquée dans la croissance de la tumeur, l’invasion et le développement 

de métastases (170). Néanmoins, l’OSM augmente également la sécrétion de « vascular 

endothelial growth factor » (VEGF) par des lignées d’astrogliomes (310). Le VEGF est un 

facteur essentiel pour l’angiogénèse puisqu’il permet le recrutement et la prolifération des 

cellules endothéliales vasculaires (170). La production de VEGF est augmentée dans les 

gliomes et ce taux est corrélé avec le grade de la tumeur. La concentration d’OSM est 

généralement élevée dans les cancers, y compris dans les glioblastomes, et par conséquent 

l’OSM pourrait ainsi favoriser l’angiogénèse en induisant le VEGF. Cet effet pro-

angiogénique de l’OSM a été démontré in vitro, par l’induction de la prolifération de cellules 

endothéliales et la formation de capillaires, et in vivo dans un modèle de néovascularisation au 

niveau de la cornée chez le lapin (311). Cependant, une étude a démontré les effets anti-

tumorigéniques de l’OSM in vivo sur des gliomes (312). Le modèle utilisé consiste à 

implanter des cellules de gliome, transfectées avec l’OSM sous le contrôle d’un promoteur 

inductible, dans le cerveau de souris Nude. En absence d’expression de l’OSM, les souris 

développent des tumeurs de taille importante. A l’inverse, aucune tumeur n’a été observée 

dans les souris où l’expression de l’OSM a été induite.  

 L’OSM est également capable d’inhiber la prolifération de mélanomes (162). Une 

étude démontre qu’il induit, dans des mélanomes, l’expression de la molécule d’adhérence 

«intracellular adhesion molecule» 1 (ICAM-1) (313). Cette protéine est impliquée dans de 

nombreuses réponses immunitaires et dans le développement de métastases dans différents 

types de cancer (314, 315). En effet, il existe deux formes de cette protéine : une forme 

soluble et une forme membranaire. La forme membranaire permet une interaction des cellules 

tumorales avec les leucocytes et favorise ainsi la destruction de ces cellules par les 

lymphocytes T cytotoxiques. A l’inverse, la forme soluble empêcherait cette reconnaissance 

des cellules tumorales par le système immunitaire et induirait ainsi leur progression et le 

développement de métastases. L’OSM augmente l’expression de la forme membranaire, 

favorisant ainsi la destruction des cellules tumorales par le système immunitaire. Une étude 

démontre que l’OSM induit l’expression d’une intégrine, « alpha v beta integrin », modulant 

ainsi la capacité des cellules tumorales à adhérer à la matrice extracellulaire (316). Dans le cas 

de mélanomes, une diminution ou une perte d’activité inhibitrice de l’OSM ont été observées 

lors de la progression de la maladie (317). Une étude sur différentes lignées de mélanomes 
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métastatiques a permis de mettre en évidence une perte d’expression de la chaîne OSMRβ, 

dans certaines lignées, à l’origine de la résistance à l’OSM (318). 

 L’ajout d’OSM sur des lignées de cancer du sein entraîne une différenciation 

morphologique avec un allongement des cellules et l’apparition de pseudopodes de manière 

similaire aux glioblastomes (319, 320). Ces modifications morphologiques sont caractérisées 

par une diminution de l’adhésion des cellules entre elles. L’OSM inhibe également la 

prolifération de cellules épithéliales mammaires normales. Cet effet de l’OSM est médié par 

son récepteur de type II (165). Néanmoins, l’OSM semble avoir un rôle dans le 

développement de métastases. En effet, des études démontrent que l’OSM inhibe l’adhérence 

de cellules de lignées tumorales mammaires et augmentent leur pouvoir invasif in vitro (321, 

322). De plus, l’OSM induit l’expression de la cyclooxygénase-2, protéine impliquée dans le 

développement de cancer du sein et de métastases. L’OSM est produit par les neutrophiles et 

les macrophages associés aux tumeurs, cellules décrites pour favoriser le développement de 

métastases et la croissance tumorale.  

 L’OSM favorise également la prolifération des cellules de sarcome de Kaposi (KS) de 

patients infectés par le VIH (323, 324). L’OSM, ainsi que son récepteur de type II, sont 

exprimés par les cellules de KS et des anticorps neutralisant l’OSM entraînent une inhibition 

de la prolifération de ces cellules (325). L’OSM semble donc exercer un rôle dans l’apparition 

et la progression de la maladie ainsi que dans le maintien du phénotype transformé de ces 

cellules.  

 L’OSM peut donc agir sur la prolifération et la différenciation de nombreuses cellules, 

or il existe une forte interaction entre ces deux phénomènes et l’apoptose. Ainsi, les effets de 

l’OSM sur l’apoptose ont été étudiés par différents groupes et les résultats sont contradictoires 

selon les modèles utilisés. En effet, des études démontrent que l’OSM peut favoriser 

l’apoptose de cellules tumorales telles que la lignée Y-1 dérivée d’une tumeur adrénocorticale 

ou la lignée OSRGA dérivée d’ostéosarcomes (326, 327). A l’inverse, l’OSM semble protéger 

de l’apoptose certaines cellules comme par exemple la lignée MG63, dérivée d’ostéosarcome, 

en préservant l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl2 (328). Cependant, même si 

l’OSM peut agir sur l’apoptose dans certains cas, il peut également inhiber ou activer la 

prolifération des cellules indépendamment du processus d’apoptose.  

 L’ensemble de ces données démontre une implication de l’OSM dans le cancer. 

Cependant, les résultats sont encore trop contradictoires pour le considérer comme une 

nouvelle cible potentielle dans le développement de thérapies anti-tumorales. En effet, son 

activité cytostatique est clairement démontré mais l’OSM semble également jouer un rôle 
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dans l’angiogénèse et le développement de métastases. Des études supplémentaires sont donc 

nécessaires afin de préciser son rôle exact dans le cancer et surtout selon les différents types 

de cancer. L’étude des voies de signalisation cellulaire pourraient apporter des réponses en 

permettant de discriminer et ainsi de prédire les activités de l’OSM selon les voies activées. 

En effet, de nombreuses études ont déjà montré l’importance des voies de signalisation dans 

le cancer. 

2.3. Implication des voies de signalisation cellulaire : STAT3, une cible pour le 

développement de traitements anti-cancéreux

 La voie JAK/STAT est la voie activée par les cytokines de la famille de l’IL-6 la plus 

décrite dans le cancer et en particulier les protéines STATs. L’activation constitutive de 

plusieurs STATs a été observée dans de nombreuses lignées cellulaires et dans des tumeurs 

primaires, comprenant les cancers des tissus hematopoïétiques et des tumeurs solides (329).  

Une activation constitutive de STAT3 ou de STAT5 exerce des propriétés 

transformantes et est fortement associée à la progression et au développement du cancer. De 

nombreuses études suggèrent que les STATs pourraient participer à l’oncogénèse en induisant 

une surexpression de protéines inhibitrices de l’apoptose, régulatrices du cycle cellulaire et 

inductrices de l’angiogénèse. 

STAT 1,3

STAT 1,3
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STAT 1,3
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STAT 1,3, 5
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Tableau 4 : Activation des STATs dans les cellules tumorales humaines. 

(D’après Turkson, J et al., Oncogene, 2000) 
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Le tableau ci-dessus répertorie l’activation des STATs observée dans des tumeurs 

primaires ou dans des lignées tumorales, et met ainsi en évidence le rôle important de STAT3 

et de STAT1 dans le cancer. 

 STAT3 est constitutivement activé dans de nombreuses tumeurs solides et dans des 

lignées transfectées avec des oncoprotéines, telles que v-Abl et v-SRC, ou infectées par 

différents virus inducteurs de tumeurs. Aucune mutation de STAT3, induisant son activation 

constitutive, n’a été observée chez un patient jusqu’à aujourd’hui. Néanmoins, un mutant de 

STAT3, qui ne requière pas de phosphorylation sur les tyrosines pour être activé, est capable 

de migrer dans le noyau, d’activer la transcription et d’induire la transformation des cellules 

conduisant ainsi à la formation de tumeurs dans des souris Nude : STAT3 exerce donc un 

véritable rôle de protooncogène. En effet, son activation est parfois même indispensable à la 

croissance et à la survie de plusieurs cellules tumorales humaines telles que les myélomes 

multiples ou les carcinomes mammaires. 

 STAT3 induit la transcription de gènes cibles impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire. Il favorise la prolifération cellulaire en induisant l’expression de protéines telles 

que les cyclines D1/D3 et c-Myc, ou en réprimant l’expression de protéines inhibitrices du 

cycle cellulaire telles que p21 et p27. Il induit également l’expression de protéines anti-

apoptotiques de la famille Bcl telles que Bcl-xL, Bcl-2 ou Mcl-1. De plus, STAT3 semble être 

impliqué dans l’angiogénèse tumorale en induisant l’expression du facteur pro-angiogénique 

VEGF. Il contribue également à la migration et à l’invasion tumorales en régulant 

l’expression de métalloprotéinases (MMPs) telles que MMP-2 et MMP-9 (330). 

 A l’inverse STAT1 peut être considéré comme suppresseur de tumeurs car son 

activation est associée à un arrêt de la croissance cellulaire. De plus, la dérégulation de 

l’activité des STATs, au niveau du système immunitaire, doit contribuer au développement 

tumoral en induisant une perte de la surveillance immunitaire. En conclusion, l’implication 

évidente des STATs, et en particulier de STAT3, dans l’oncogénèse ouvre de nouvelles 

perspectives pour le développement de thérapies anti-cancéreuses. 

3. Les thérapies anti-cytokines développées contre les membres de la famille de l’IL-6

 Depuis la découverte des cytokines et de leur implication dans des pathologies, un 

nombre croissant d’études consiste à découvrir ou à générer des antagonistes de ces cytokines. 

Cet enthousiasme est justifié par la sélectivité d’action de ces antagonistes permettant ainsi 
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d’agir à un stade précis de la réponse immunitaire. On peut ainsi espérer un effet 

thérapeutique maximal de ces molécules avec des effets secondaires réduits, ce qui les 

opposerait ainsi aux drogues utilisées comme les corticostéroïdes, dont le spectre d’action 

plus étendu est à l’origine de nombreux effets secondaires. 

 3.1. Les anticorps : exemple du traitement de la polyarthrite rhumatoïde par un

anticorps anti-IL-6Rαααα

La plupart des protéines générées afin d’inhiber les cytokines sont des anticorps 

monoclonaux dirigés contre les cytokines ou leurs récepteurs. Ce type d’antagoniste présente 

certains avantages tels qu’une grande spécificité. Néanmoins, ces protéines présentent 

également des inconvénients liés à leur nature protéique. En effet, ces anticorps, initialement 

d’origine murine, sont reconnus en tant que protéines étrangères par le système immunitaire, 

et induisent ainsi une immunisation à l’origine d’une perte d’efficacité. Afin de contourner cet 

effet délétère, une humanisation de ces anticorps est réalisée mais les résultats restent partiels. 

Malgré cet inconvénient, l’efficacité de plusieurs anticorps -dont certains dirigés contre l’IL-6 

ou son récepteur- a pu être démontrée lors d’essais cliniques.  

Une dérégulation de la production d’IL-6 exerce des rôles pathologiques dans des 

maladies inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite rhumatoïde, la maladie de 

Castelman, l’arthrite idiopathique juvénile et la maladie de Crohn (331). Ces maladies sont 

souvent réfractaires aux thérapies conventionnelles comme les corticostéroïdes ou les agents 

immunosuppresseurs. Des traitements anti-TNF-α ont alors été testés dans certaines de ces 

maladies et se sont révélés efficaces. Cependant, certains patients ne répondent pas à ces 

traitements et présentent un risque élevé pour des maladies infectieuses sévères. Il y a donc 

une nécessité de développer de nouveaux traitements pour ces maladies réfractaires et l’IL-6 

représente une cible potentielle. 

Un anticorps anti-IL-6Rα humanisé a été généré en associant les régions variables 

d’un anticorps de souris, dirigé contre l’IL-6Rα, à la région constante IgG1 humaine. Cet 

anticorps, appelé Tocilizumab, est ainsi moins immunogénique chez l’homme et présente une 

demie-vie plus longue in vivo. Il est capable d’inhiber les formes membranaire et soluble de 

l’IL-6Rα. 

 La polyarthrite rhumatoïde (PAR) est la maladie autoimmune la plus fréquemment 

observée. Elle est caractérisée par une hyperplasie synoviale, une destruction osseuse ainsi 

que du cartilage au niveau des articulations atteintes. Une surproduction d’IL-6 semble jouer 
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un rôle crucial dans le développement de cette pathologie. En effet, un taux élevé d’IL-6 est 

observé dans le liquide synovial et le sérum de patients atteints de PAR. De plus, ce taux est 

corrélé avec la sévérité de la maladie. L’IL-6 exercerait un rôle dans l’inflammation mais 

également dans l’ostéoporose. Après des résultats prometteurs chez la souris et chez le singe, 

dans des modèles d’arthrite induite par le collagène, des essais cliniques ont été réalisés chez 

des patients atteints de PAR. Ce traitement, testé en phases I et II, s’est révélé efficace. Des 

études cliniques en phase III sont en cours de réalisation. De même des études cliniques, 

utilisant l’anticorps anti-IL-6Rα, sont en cours pour le traitement de patients atteints de la 

maladie de Castleman, de la maladie de Crohn, d’arthrite idiopathique juvénile, de lupus ou 

de myélome multiple.  

 3.2. Les formes solubles des récepteurs

 Afin de réguler l’activité des cytokines, les cellules développent leurs propres 

antagonistes. Il existe ainsi dans la circulation des récepteurs solubles de cytokines, dont la 

plupart exerce une activité antagoniste en se fixant à la cytokine, bloquant ainsi son 

interaction avec le récepteur membranaire correspondant. 

  3.2.1. Agonistes ou antagonistes « naturels » ?

 Trois mécanismes sont responsables de la génération de récepteurs solubles de 

cytokines. Il peut s’agir du clivage d’une liaison GPI grâce à l’action de la phospholipase C, 

comme cela a été décrit pour le CNTFRα (110, 112), de la protéolyse limitée d’un récepteur 

membranaire ou de l’épissage alternatif d’un ARNm comme cela a été démontré pour l’IL-

6Rα (332-334). Certains récepteurs solubles sont détectés dans le sérum ou l’urine de sujets 

sains. L’IL-6Rα soluble (IL-6Rs) est détecté à des concentrations de l’ordre du nanomolaire 

dans l’urine et dans le sérum d’individus sains (335, 336). Son taux est augmenté dans 

certaines pathologies telles que le myélome multiple au stade terminal ou lors d’infections par 

le VIH (336, 337). De même, la concentration de CNTFRs est plus élevée dans l’urine de 

patients atteints de sclérose latérale amyotrophique (SLA) comparée à des sujets sains (338). 

Une augmentation de LIFRs a également été observée dans le sérum de souris gestantes et 

chez des femmes au cours de la grossesse (339, 340). Ces différentes chaînes réceptrices 

solubles, présentes au niveau sérique, pourraient ainsi être des marqueurs biologiques de 

pathologies. 
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 Ces récepteurs solubles exercent des activités importantes. Ils peuvent être associés à 

des ligands afin de former des cytokines composites comme nous l’avons vu précédemment. 

Ils peuvent également moduler l’activité des cytokines. En effet, selon leur nature, ils peuvent 

exercer des activités agonistes ou au contraire antagonistes vis-à-vis de la cytokine. Les 

formes solubles des chaînes réceptrices α qui sont peu ou pas impliquées dans la signalisation 

cellulaire, telles que l’IL-6Rα ou le CNTFRα, sont douées d’activité agoniste. Ainsi, le CNTF 

est capable, en présence de CNTFRα soluble, d’initier la transduction du signal intracellulaire 

par l’intermédiaire de l’hétérodimère gp130/LIFR (112). De même, la forme soluble de l’IL-

6Rα exerce une activité agoniste comme nous l’avons vu dans le chapitre I. Elle est capable 

d’induire une réponse biologique, en combinaison avec l’IL-6, dans des cellules n’exprimant 

pas la forme membranaire de l’IL-6Rα. Ce phénomène de « transsignalisation » confère ainsi 

à des cellules dépourvues d’IL-6Rα la capacité de répondre à l’IL-6. Cependant, comme cela 

a été démontré pour l’IL-6Rs ou une forme recombinante de l’IL-11Rα soluble, ces chaînes α

peuvent également agir comme antagonistes selon l’environnement ou en combinaison avec 

d’autres chaines solubles (341). En effet, les formes solubles des chaînes de transduction, 

telles que gp130 ou LIFR, exercent des activités antagonistes. Des études réalisées avec les 

formes solubles de l’IL-6Rα et de gp130 ont montré que l’IL-6 fixe l’IL-6Rs et gp130s afin 

de former un hexamère neutralisant l’IL-6 (342, 343). Les formes solubles, de gp130 et de 

LIFR, semblent être préférentiellement générées par épissage alternatif de l’ARNm, même si 

leur génération par protéolyse limitée a également été démontrée (334, 344). De même que 

pour gp130, une activité antagoniste d’une forme soluble du LIFR a été mise en évidence 

(339). Ainsi, l’existence de ces formes solubles a permis l’émergence d’une nouvelle 

génération d’antagonistes chimériques. 

  3.2.2. Une nouvelle génération d’antagonistes de cytokines : les « cytokine-

traps »

 Les récepteurs des cytokines étant dimériques pour la plupart, l’idée est de générer des 

molécules chimériques mimant l’organisation structurale des équivalents membranaires. Ces 

constructions peuvent ainsi agir comme des compétiteurs, pour les récepteurs membranaires, 

spécifiques et affins pour les cytokines. La première stratégie décrite consiste à lier deux 

chaînes réceptrices solubles par un fragment constant d’immunoglobulines. Ces protéines de 

fusion se dimérisent naturellement grâce à des ponts disulfures entre les domaines Fc (Figure 

28).  
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Figure 28 : Représentations schématiques des cytokine-traps 

(D’après Economides et al., Nature Medecine, 2002). 

A. Structure d’un antagoniste hétérodimérique. B. Structure d’un antagoniste linéaire.  

Il existe deux stratégies afin de générer ces antagonistes appelés « cytokine-traps ». Une 

première consiste à fusionner, de manière indépendante, les domaines extracellulaires de deux 

chaînes réceptrices différentes au fragment Fc d’une immunoglobuline IgG1 humaine. Une 

seconde consiste à disposer les domaines extracellulaires de deux chaînes réceptrices 

différentes de manière linéaire, puis à les associer au fragment Fc d’une immunoglobuline 

IgG1 humaine. 

 L’intérêt de ces molécules chimériques, par rapport aux récepteurs solubles isolés, est 

double : d’une part, l’utilisation d’un fragment constant d’immunoglobuline permet 

d’accroître la durée de vie de la molécule ; d’autre part, le caractère dimérique de cet 

antagoniste potentialise son effet neutralisant. Cette méthode a d’abord été utilisée afin 

d’inhiber le TNF-α puis elle a été étendue à d’autres cytokines comme l’IL-1, l’IL-4 ou l’IL-6 

(345-347). Contrairement au TNF-α, ces dernières protéines se fixent sur des récepteurs 

hétérodimèriques et non homodimèriques. Afin d’inhiber ces cytokines de façon efficace, les 

protéines de fusion doivent donc être constituées des différentes chaînes réceptrices. Leur 

efficacité a pu être démontrée in vitro mais également in vivo, et des études cliniques en phase 

II sont en cours pour l’IL-1-trap dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde. En effet, 

l’affinité de ces protéines pour les cytokines correspondantes est excellente et peut même être 

supérieure à celle des récepteurs membranaires et des anticorps. De plus, l’autre avantage de 

cette technique, comparée à l’utilisation d’anticorps, est la nature de ces protéines de fusion 

car elles sont entièrement constituées de fragments protéiques humains. Par conséquent, elles 

n’entraînent pas de réponse immunitaire. Plus récemment, une protéine de fusion a été 
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générée sur le même modèle afin d’inhiber l’IL-27 et elle s’est révélée efficace in vivo chez la 

souris dans le traitement de la septicémie (348).  

 Une modification a été apportée afin de générer des antagonistes de l’IL-6 et du LIF 

(349, 350). Cette modification est la présence d’un peptide de liaison, évitant la dimérisation 

par l’intermédiaire du fragment Fc et par conséquent facilitant ainsi la purification. De plus, 

ce peptide de liaison confère à la protéine une plus grande flexibilité lui permettant ainsi 

d’adopter une conformation optimale afin de fixer la cytokine. Ces études ont également 

permis de définir précisément les domaines des chaînes réceptrices essentiels à la fixation de 

la cytokine. Ainsi, ces constructions, tout en étant minimalistes, ont une affinité maximale 

pour la cytokine. 

Figure 29 : Modèle structuraux de l’IL-6 et de son antagoniste 

(D’après Ancey et al., J.Biol.Chem., 2003) 

 Cette nouvelle génération d’antagonistes présente de nombreux avantages et offre 

ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques dans le traitement de pathologies associées aux 

cytokines, telles que des maladies inflammatoires ou des cancers. 
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 Les axes de recherche du laboratoire s’articulent autour des cytokines de la famille de 

l’IL-6. Dans la continuité de la thématique du laboratoire, nous avons identifié un nouveau 

récepteur apparenté à gp130, la chaîne commune aux récepteurs des cytokines de cette 

famille. Ce récepteur, que nous avons appelé « gp130-like protein » (GPL), était orphelin 

jusqu’à l’identification de son ligand par Zymogenetics. Il s’agit de l’interleukine-31, 

cytokine apparentée aux membres de la famille de l’IL-6 de par sa structure et son récepteur. 

En effet, elle présente une structure en quatre hélices α et son récepteur hétérodimérique est 

constitué de GPL mais également d’OSMRβ, chaîne partagée avec l’OSM. Nous avons ainsi 

cloné et étudié au laboratoire cette cytokine, et au commencement de ma thèse aucun article 

ne portait sur l’IL-31. Cependant, nous connaissions déjà l’implication de cette cytokine dans 

une pathologie cutanée : la dermatite atopique. En collaboration avec l’équipe EA 3806 de 

Poitiers, nous avons étudié les activités biologiques de l’IL-31 mais également de l’OSM sur 

les kératinocytes. Nous avons ainsi démontré une implication de l’OSM dans une autre 

pathologie cutanée : le psoriasis. Le premier axe de recherche de ma thèse consistait à générer 

des antagonistes de ces deux cytokines qui représentent des cibles potentielles pour le 

traitement de ces maladies. Il existe différentes stratégies afin d’inhiber les cytokines et nous 

avons choisi une stratégie consistant à générer des récepteurs solubles afin de piéger les 

cytokines. J’ai ainsi construit des antagonistes que j’ai validé in vitro dans différents tests 

biologiques. Ces cytokines présentent une spécificité d’espèce, j’ai donc généré les 

antagonistes humains mais également leurs homologues murins. En effet, il était nécessaire de 

générer ces protéines murines afin de réaliser des études in vivo de ces antagonistes dans des 

modèles de pathologies chez la souris. 

 En parallèle à l’étude fonctionnelle de ces antagonistes, un deuxième axe de recherche 

de ma thèse consistait à cloner et à étudier les activités biologiques de l’IL-31 de rat. En effet, 

seules l’IL-31 humaine et murine avaient été clonées au début de ma thèse. A l’aide de 

données bioinformatiques, nous avons identifié la séquence de l’IL-31 chez le rat. Nous 

l’avons ainsi cloné et produite au laboratoire. Nous avons ensuite réalisé différents tests 

biologiques afin de mettre en évidence la fonctionnalité de notre protéine. De façon similaire 

à ses homologues humain et murin, l’IL-31 de rat semble présenter un tropisme cutané. 

 L’IL-31 est une cytokine très récemment identifiée et par conséquent, un troisième axe 

de recherche de ma thèse consistait à étudier cette cytokine et à mettre en évidence de 

nouvelles activités biologiques. Connaissant les propriétés cytostatiques de l’OSM et étant 

donné que ces deux cytokines partagent une chaîne réceptrice, nous avons émis l’hypothèse 

que l’IL-31 pouvait également exercer des propriétés cytostatiques. Nous avons ainsi mis en 
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évidence cette nouvelle activité biologique de l’IL-31. De plus, nous avons également étudié 

les voies de signalisation activées par l’IL-31 et l’OSM, dans les lignées tumorales dont elles 

inhibent la prolifération, afin de mettre en évidence la voie de signalisation majoritairement 

impliquée dans ces effets cytostatiques. 
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Article 1

Molecular and functional characterization of a soluble form of oncostatin M/interleukin-31 

shared receptor.  

Diveu C., Venereau E., Froger J., Ravon E., Grimaud L., Rousseau F., Chevalier S., Gascan H. 

J Biol Chem. 2006 Dec 1;281(48):36673-82. 

1. Récepteurs solubles de cytokines

 Contrairement aux cytokines de la famille de l’IL-6, l’OSM a pour particularité de se 

fixer à deux types de récepteurs. Le récepteur de type I, constitué de l’hétérodimère 

gp130/LIFRβ, est partagé avec le LIF. A l’inverse, le récepteur de type II, constitué de gp130 

et de l’OSMRβ, est spécifique de l’OSM. Comme nous l’avons vu précédemment, de 

nombreux récepteurs membranaires existent également sous forme soluble. Ces formes 

solubles sont, pour la plupart, générées par deux mécanismes : la protéolyse limitée du 

récepteur membranaire et/ou l’épissage alternatif de l’ARN codant pour le récepteur 

membranaire. Selon leur nature et le contexte environnemental, elles peuvent exercer des 

activités opposées. En ce qui concerne les chaînes α solubles, il s’agit souvent d’un effet 

agoniste tandis que les chaînes β solubles exercent à l’inverse un effet antagoniste. Des 

formes solubles de gp130, du LIFRβ, de l’IL-6Rα et du CNTFRα ont ainsi été décrites. De 

manière similaire, nous avons alors cherché à identifier une forme soluble de la chaîne de 

transduction OSMRβ. 

2. Identification et activités biologiques de l’OSMRββββ soluble (OSMRs)

 Afin d’identifier une forme soluble de l’OSMRβ, nous avons mis au point un ELISA 

en combinant deux à deux les 18 anticorps monoclonaux générés au laboratoire contre la 

partie extracellulaire de l’OSMRβ. Cet ELISA permet la détection d’une protéine chimérique, 

appelée OSMR-Fc, constituée de la partie extracellulaire de l’OSMRβ associée à la région 

constante de l’IgG1 (figure 1). Cet ELISA mis en place nous a permis de doser l’OSMRs dans 

des surnageants de culture de lignées cellulaires et nous avons ainsi montré que ce récepteur 

soluble est sécrété par des lignées de glioblastomes, d’hépatomes et une lignée de mélanome 



RESULTATS 

73

(figure 2). Nous avons également détecté l’OSMRs dans le sérum de sujets sains et son taux 

est fortement augmenté dans le sérum de patients atteints de myélome multiple (figure 3). 

Connaissant l’implication de l’OSM dans la prolifération de lignées cellulaires de myélome 

multiple, on peut émettre l’hypothèse que l’OSMRs pourrait, en coopération avec gp130s, 

protéger la cytokine de la dégradation, comme cela a été suggéré pour l’IL-6 complexé avec 

IL-6Rs et gp130s. 

 Connaissant les mécanismes de génération des récepteurs solubles des cytokines de la 

famille de l’IL-6, nous avons recherché une forme soluble de l’OSMRβ naturelle générée par 

épissage alternatif. Nous avons ainsi amplifié par PCR, à partir de la lignée d’hépatome 

WRL68, un ADNc codant pour une forme épissée de l’OSMRβ. Le phénomène d’épissage 

alternatif prend place au niveau de l’intron 7, où la phase de lecture ouverte de l’exon 7 se 

poursuit alors dans l’intron 7 jusqu’à un codon stop (figure 4B). Cet ADNc de 1185 pb code 

pour une protéine de 394 acides aminés dont la séquence de la partie extracellulaire est 

identique à celle de l’OSMRβ membranaire excepté dans sa partie C-terminale. Cette dernière 

se différencie par l’addition de 16 acides aminés codés par l’intron 7 (figure 4C). Au niveau 

structural, l’OSMRs comprend un peptide signal, suivi d’un CBD tronqué,  contenant le motif 

WSXWS, puis d’un domaine de type « Ig like », et enfin d’un autre CBD tronqué, contenant 

les quatre cystéines en positions conservées (figure 4B). Afin d’étudier ses activités 

biologiques, nous avons ensuite cloné, produit et purifié cette protéine (figure 6). 

L’interaction de l’OSMRs avec son ligand, l’OSM, a été mise en évidence par des 

expériences de co-immunoprécipitation (figure 7). Nous avons ensuite démontré dans des 

tests de signalisation cellulaire que l’OSMRs exerce, en présence des formes solubles de 

gp130 ou de GPL, une activité antagoniste vis-à-vis de l’OSM ou de l’IL-31 respectivement 

(figure 8A et C). Cette inhibition de l’OSM induite par l’OSMRs et gp130s a été confirmée 

dans des tests de prolifération cellulaire (Figure 9C et D). Enfin, nous avons observé une 

augmentation de la production de l’OSMRs induite par l’OSM dans des lignées tumorales 

(figure 10).  

 L’OSM exerce un effet cytostatique sur les tumeurs gliales. Ainsi, l’OSMR soluble 

produit par ces mêmes tumeurs, pourrait piéger l’OSM afin de protéger la tumeur de ses effets 

anti-prolifératifs. 
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3. Génération et analyse fonctionnelle d’un antagoniste de l’OSM

 Comme d’autres membres de la famille de l’IL-6, l’OSM est impliquée dans des 

réponses inflammatoires sévères notamment au niveau du foie. Différentes stratégies ont été 

utilisées afin d’inhiber ces cytokines et ainsi d’apporter de nouvelles perspectives concernant 

le traitement de pathologies inflammatoires. Une première consiste à utiliser des anticorps et 

une seconde consiste à générer des récepteurs solubles de ces cytokines. Cette dernière 

représente une nouvelle génération d’antagonistes basée sur l’association des domaines 

extracellulaires de différentes chaînes réceptrices. Les expériences réalisées avec l’OSMRs 

ont mis en évidence son activité antagoniste mais uniquement en présence de gp130s. Les 

deux chaînes réceptrices sont donc essentielles afin de piéger la cytokine avec efficacité. Nous 

avons ainsi choisi de générer un antagoniste de l’OSM en nous basant sur l’utilisation de 

récepteurs solubles et plus particulièrement sur le modèle de l’antagoniste de l’IL-6 généré 

par l’équipe de Peter C. Heinrich (349). 

 Afin d’inhiber spécifiquement l’OSM sans réactivité croisée avec le LIF, l’antagoniste 

a été généré à partir du récepteur de type II. Il est constitué des domaines extracellulaires 

essentiels à la fixation de la cytokine c’est-à-dire les domaines CBD et « Ig-like » de 

l’OSMRβ d’une part et de gp130 d’autre part. Pour des raisons conformationnelles, nous 

avons choisi de placer l’OSMRβ avant gp130. En effet, il est préférable de mettre le 

composant de plus grande taille à l’extrémité N-terminale pour des raisons d’encombrement 

stérique. Nous avons associé les domaines des différentes chaînes réceptrices à l’aide d’un 

peptide de liaison déjà décrit dans la construction de l’antagoniste de l’IL-6. Ce peptide de 

liaison correspond à la courte partie extracellulaire proximale à la région transmembranaire de 

l’IL-6Rα. Il est constitué d’acides aminés de petite taille ce qui confère à la protéine de fusion 

une plus grande flexibilité et lui permet ainsi d’adopter une conformation optimale afin de 

fixer la cytokine. De plus, il ne pose pas de problème d’immunogénicité car il s’agit d’un 

fragment protéique existant naturellement. 

 Nous avons cloné la séquence codant pour l’antagoniste dans un vecteur d’expression 

puis nous l’avons produit en système eucaryote en transfectant des cellules HEK 293. La 

protéine, purifiée par affinité, a été testée pour son activité antagoniste. Dans un premier 

temps, nous avons réalisé des tests de signalisation cellulaire (Figure 8B). L’antagoniste est 

capable d’inhiber la phosphorylation de STAT3 en réponse à l’OSM. A l’inverse, il n’a aucun 

effet sur la phosphorylation induite par l’IL-6 ou le LIF : il est donc spécifique de l’OSM. En 

effet, l’IL-6 et le LIF ont été utilisés comme contrôles de spécificité car ces deux cytokines 
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interagissent également avec gp130. Il était donc nécessaire de vérifier si la partie de gp130, 

contenue dans la protéine de fusion, n’était pas suffisante pour inhiber ces cytokines. Dans un 

deuxième temps, nous avons réalisé des expériences de prolifération cellulaire en utilisant la 

lignée BA/F3 transfectée avec les chaînes du récepteur de type II de l’OSM (Figure 9E). 

Ainsi, l’OSM induit la prolifération de cette lignée mais l’antagoniste inhibe cette 

prolifération lorsqu’il est ajouté à la cytokine. De même, l’antagoniste inhibe la prolifération 

induite par l’OSM dans la lignée BA/F3 exprimant le récepteur de type I, mais il n’a aucun 

effet sur la prolifération induite par le LIF. Cette expérience confirme la spécificité de 

l’antagoniste pour l’OSM. 

 Cette étude met donc en évidence l’existence d’une forme soluble naturelle de 

l’OSMR secrétée par différents types cellulaires. Cette dernière exerce des activités 

antagonistes vis-à-vis de l’OSM ou de l’IL-31, en combinaison avec les formes solubles de 

gp130 ou de GPL respectivement. Cette étude nous a conduit à générer un antagoniste 

permettant d’inhiber spécifiquement l’OSM. Cette protéine chimérique, constituée d’une 

partie des domaines extracellulaires de l’OSMR et de gp130, représente ainsi une nouvelle 

perspective thérapeutique afin de réduire l’inflammation associée à des pathologies 

chroniques. 
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Activation of the signaling transduction pathways mediated

by oncostatin M (OSM) requires the binding of the cytokine to

either type IOSMreceptor (leukemia inhibitory factor receptor/

gp130) or to type II OSM receptor (OSMR/gp130). In the pres-

ent work we have developed an enzyme-linked immunosorbent

assay detecting a soluble form of OSMR (sOSMR) secreted by

glioblastoma, hepatoma, and melanoma tumor cell lines.

sOSMR was also present in sera of healthy individuals, with

increased levels in multiple myeloma. Molecular cloning of a

corresponding cDNA was carried out, and it encoded for a

70-kDa protein consisting of a half cytokine binding domain

containing the canonical WSXWS motif, an immunoglobulin-

like domain, and the first half of a second cytokine binding

domain with cysteines in fixed positions. Analysis of the soluble

receptor distribution revealed a preferential expression in lung,

liver, pancreas, and placenta. sOSMRwas able to bindOSM and

interleukin-31 when associated to soluble gp130 or soluble

interleukin-31R, respectively, and to neutralize both cytokine

properties. We have also shown that OSM could positively reg-

ulate the synthesis of its own soluble receptor in tumor cells.

Oncostatin M (OSM)3 was originally isolated from culture
supernatant of U937 histiocytic leukemia cells based on its abil-
ity to inhibit the proliferation of theA375melanoma cell line (1,
2). OSM is produced by activatedmonocyte, T lymphocyte, and
dendritic cell types and is also described as a potent inducer of
inflammation (3–8). OSM belongs to the interleukin-6 cyto-
kine family also encompassing IL-11, IL-27, leukemia inhibi-

tory factor (LIF), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotro-
phin-1, cardiotrophin-like cytokine, and neuropoietin (9–12).

The cytokines of the IL-6 family use two- or three-membrane
subunit receptors to form high affinity receptor complexes able
to mediate downstream signaling events (13–14). These recep-
tors belong to the type I cytokine receptors, characterized by
the presence of at least one cytokine binding domain (CBD)
with conserved cysteine positions and aWSXWSmotif (15). All
the receptor complexes belonging to the IL-6 cytokine family
share the common gp130 signaling receptor subunit in the for-
mation of their multimeric receptors (16). Depending on the
ligand, gp130 can either homodimerize in the presence of IL-6
or IL-11 (17, 18) or heterodimerize with related type I cytokine
receptors such as LIFR, IL-27R, or OSMR when recruited by
other members of the IL-6 family of cytokines (19–21).

In humans, OSM signal transduction occurs via two distinct
receptor complexes. The type I OSM receptor consists of the
low affinity chain, LIFR, associated to gp130 (19). This type I
receptor can indifferently bind LIF or OSM. Through this
mechanism, OSM elicits biological activities overlapping with
those induced by LIF, such as hepatocyte activation, bone
renewal, or the in vitro maintenance of embryonic stem cell
phenotype (22).

The type II OSM receptor, specifically recognizing OSM,
associates gp130 and the OSMR subunit (23). OSMR is a 150-
kDa protein composed in its external portion of a half CBD
followed by an immunoglobulin-like domain, a second com-
plete CBD, and then a region consisting of three FnIII domain
repeats. The cytoplasmic domain of the receptor contains
motifs required for the recruitment of Jak1, Jak2, and Tyk2 as
well as of STAT1, STAT3, and STAT5 signaling pathways
(24, 25).

The interaction of OSM with its specific type II receptor
mediates the unique functions of OSM that cannot be mim-
icked by LIF or other IL-6 family members. Signaling by the
type II OSM receptor inhibits the proliferation of a number of
tumor cells, including glioblastoma,melanoma,mammary, and
prostatic cell lines (1, 2, 26–28). In addition, OSM potently
induces the proliferation of Kaposi sarcoma, fibroblastic, and
smooth muscle cells (29–31). It was recently reported that
OSMR could also be recruited by IL-31, a novel cytokine with a
skin tropism (32–34).

Soluble cytokine receptors are involved in the regulation of a
number of physiological and pathological situations. They can
behave either as agonists or antagonists of cytokine signaling
depending on the particular family of cytokines. Soluble cyto-
kine receptors can be generated by different mechanisms,
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including proteolytic cleavages of the receptor extracellular
parts, alternative splicing of RNA transcripts, or cleavage of a
glycosylphosphatidylinositol anchor (35).

The soluble counterparts ofa-membrane chains, such as sol-
uble IL-6 or CNTF receptors, are able to potentiate the func-
tional responses to their respective ligands (36, 37). In contrast,
b-chain-derived soluble receptors, such as soluble gp130, neu-
tralize the response to IL-6, IL-11, or CNTF (38). In the present
work we have molecularly and functionally characterized a sol-
uble form of the OSM/IL-31 shared receptor.

MATERIALS AND METHODS

Cells and Reagents—All the cell lines used in this study were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal
calf serum.BA/F3 gp130/OSMRandBA/F3 gp130/LIFR factor-
dependent cell lines were grown in the same culture medium
supplemented with OSM and LIF, respectively, as previously
described (39). Human OSM, interferon g, transforming
growth factor b, IL-1a, IL-2, IL-10, IL-11, CT-1, soluble CNTF
receptor, soluble gp130 (sgp130), soluble LIF receptor, soluble
IL-6 receptor (sIL-6R), soluble IL-4 receptor (sIL-4R) were pur-
chased fromR&DSystems.DrosophilaToll-Fc, humanCLF-Fc,
GPL/IL-31R-Fc, and IL-31 were made in the laboratory as previ-

ously described (11, 34, 40). Antibody
raised against phospho-STAT3 was
bought from Upstate Biotechnology
(Lake Placid, NY). Anti-STAT3 anti-
body was from Santa Cruz Biotech-
nology (SantaCruz,CA).The anti-V5
antibody coupled to peroxidase was
purchased from Invitrogen. Goat
anti-mouse and anti-rabbit peroxi-
dase-labeled immunoglobulins were
from Clinisciences (Montrouge,
France). Monoclonal antibodies
against gp130 (AN-G73, AN-G40)
were produced in the laboratory.
Anti-OSMR antibodies (described in
Fig. 1) were obtained following the
conventionalprotocols after immuni-
zation of themicewith a soluble form
of OSMR and by fusing the spleno-
cytes with the SP2/omyeloma.
Serum Samples—Sera from healthy

humans were obtained from in-
formed volunteers, and the sera of
multiple myeloma-suffering patients
were obtained from people who gave
their informed consent in agreement
with French legislation.
ELISA Detection—For the detec-

tion of the soluble forms of OSMR
and gp130, the AN-A2 (anti-
OSMR) or AN-G73 (anti-gp130)
mAbs were coated at a concentra-
tion of 10mg/ml in 50mM carbonate
buffer, pH 9.6. After washes and a
Tris 0.1 M sucrose 20% saturation

step, the samples were incubated overnight at 4 °C. The detec-
tionwas performed using 1mg/ml AN-V2 (anti-OSMR) or AN-
G40 (anti-gp130) biotinylated mAbs in phosphate-buffered
saline, bovine serum albumin, 0.1% Tween 0.01% followed by a
streptavidin peroxidase step. Visualization was performed
using 2,29-azino-bis(3)-bnz-thialozine-6 sulfonic acid as sub-
strate and the reading performed at 405.
Cloning of sOSMR Spliced Form—Total RNAs fromWRL68

hepatoma cell line were extracted by the TRIzol method
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen).
cDNA was amplified with the Advantage polymerase (Clon-
tech, Palo Alto, CA) using 10 nM OSMR sense primer CGGC-
CTGCCTACCTGAAAAC and an oligo(dT) primer (Invitro-
gen). PCR products were cloned in the pGEMT vector
(Promega), and the sequencing was performed using an auto-
matic DNA sequencer (Beckman Coulter). To express the
recombinant sOSMR, the 39-end of the cDNA was replaced by
a V5-His tag and subcloned in the pcDNA3.1D/TOPO-V5-His
mammalian expression vector (Invitrogen).
Protein Expression and Purification—The human embryonic

kidney 293 cell line was stably transfected with sOSMR-V5-His
pcDNA3.1D/TOPO plasmid using the Exgen transfection rea-
gent (Euromedex, Souffelweyersheim, France). Cell superna-

FIGURE 1. Development of a soluble OSMR ELISA. A, 18 anti-OSMR mAbs were tested either as capture
antibody (10 mg/ml) or as tracer antibody (1 mg/ml) to detect soluble OSMR-Fc. In black, signal detected for a
10-ng/ml concentration of OSMR-Fc. In gray, signal detected for a 100-ng/ml concentration of OSMR-Fc. In
white, absence of signal. B, ELISA standard curve obtained using the AN-A2 mAb as a capture antibody and the
AN-V2 mAb as a tracer antibody. C, absence of cross-reactivity with related or distant cytokine receptors.
Drosophila Toll-Fc, CLF-Fc, soluble LIFR, sgp130, soluble CNTFR, sIL-6R, sIL-4R, and OSM were added at
50 ng/ml.

Characterization and Function of a Soluble OSM Receptor

36674 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 281•NUMBER 48•DECEMBER 1, 2006

 b
y
 o

n
 J

u
n
e
 1

7
, 2

0
0
8
 

w
w

w
.jb

c
.o

rg
D

o
w

n
lo

a
d
e
d
 fro

m
 



tantswere submitted to an anion exchange column (Amersham

Biosciences) before an affinity purification step using Ni21-

Sepharose column chromatography (Amersham Biosciences).

Purified fractions were desalted by size exclusion before being

submitted to SDS-PAGE silver staining and Western blotting

analyses. TheOSMR-Fcwas a fusion proteinmade of the extra-

cellular part of the membrane receptor coupled to the Fc por-

tion of human IgG1 (34). In Figs. 8B and 9E a fusion protein

consisting of the first 428 residues of sOSMR fused to a 40-res-

idue linker and to the Ig domain of gp130 (amino acids 767–

817) was used. The Fc and fusion proteins were expressed in

COS and human embryonic kidney 293 cell lines, respectively.

The culture supernatants were collected and loaded either on a

protein A-Sepharose or on a Ni21-Sepharose column and the

recombinant proteins eluted. Purity and protein determination

analyses were carried out by SDS-PAGE and by silver staining.

Reverse Transcription PCR Analyses—cDNAs were synthe-

sized from 2mg of total RNA by random hexamer primers using

Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Promega,

Madison,WI). Reverse transcription products were subsequently

amplified by 35 cycles of PCR using the primers for sOSMR

(sense TCTGGGGAAAAGAAACTTTGTAC, antisense TAAG-

CAGGGTTCTTACTTGC), by 25 cycles of PCR using the prim-

ers for OSMR (sense TCTGGGGAAAAGAAACTTTGTAC,

antisense GTACTCGCGCCATGTACTCT), and by 20 cycles

of PCR using the primers for GAPDH (sense ACCACAGT-

CCATGCCATCAC, antisense TCCACCACCCTGTTGCT-

GTA). Amplified products were analyzed by 2% agarose gel

electrophoresis.

Real-time Quantitative PCR—Quantitative real-time PCR

was carried out using the LightCycler-FastStart DNA Master-

PLUS SYBR Green I kit (Roche Diagnostics). The cDNA tissue

samples were obtained fromClontech. The reaction components

were 13 FastStart DNAMasterPLUS SYBR Green I and 5 nM of

the forward and reverse primers for sOSMR (forward CCTTTT-

TAACCTGACTCATCG, reverse AGCAGGGTTCTTACTTG-

CAT), for OSMR (forward AGATTGAACTCCATGGTGAA,

reverseGCTTCAAGTGTGGTGAAGTT), and forGAPDH (for-

ward GAAGGTGAAGGTCGGAGTC, reverse GAAGATGGT-

GATGGGATTTC). Data analysis was performed as indicated by

Roche using the “Fit Point Method” in the Light Cycler software

3.3 (Roche Diagnostics). Quantification was made using GAPDH

as a housekeeping gene.

Immunoprecipitation and Western Blotting Experiments—

Cytokines and soluble receptors were preincubated at a final con-

centration of 5 nM each for 2 h at 37 °C before being added to the

cells for 10 min. Cells were lysed in SDS sample buffer, sonicated,

submitted to SDS-PAGE, and transferred onto an Immobilon

membrane. The membranes were subsequently incubated over-

night with the primary antibody before being incubated with the

appropriate peroxidase-labeled secondary antibody for 1 h. The

reaction was visualized by ECL detection according to the manu-

facturer’s instructions (AmershamBiosciences).Membraneswere

stripped in 0.1M glycine, pH 2.8, for 2 h before reblotting.

For the co-precipitation experiments, the cytokines were

incubated at a concentration of 5 nM in the presence of the same

concentration of soluble receptors. After an overnight contact,

the proteins were precipitated using Ni21 beads and analyzed

by Western blotting as described above.

Endoglycosidase Treatment—The sOSMR receptor was

diluted in 1% Brij 96 lysis buffer and treated with 25 units/ml of

N-glycosidase-F (Roche) for 12 h at 37 °C beforeWestern blot-

ting analysis.

FIGURE 2. Detection of sOSMR and sgp130 in cell line supernatants. Cul-
ture media were collected after a 48-h culture. The number of cells was deter-
mined by trypan blue dye exclusion. The sOSMR and sgp130 concentrations
were determined by ELISA.

FIGURE 3. Immunodetection of sOSMR in human sera from healthy indi-
viduals and multiple myeloma-suffering patients. The sOSMR concentra-
tions were determined by ELISA.
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Proliferation Assays—Ba/F3 cell lines transfected with the
appropriate cDNA receptors were seeded in 96-well plates at a
concentration of 5 3 103 cells/well in RPMI 5% fetal calf serum

(39). Serial dilutions of tested cytokines or soluble receptors
were performed in triplicate. After a 48-h incubation period, 0.5
mCi of [3H]thymidine was added to each well for the last 4 h of

FIGURE 4. Identification of a soluble OSMR spliced form. A, amino acid sequence of sOSMR. Signal peptide and WSNWS motifs are surrounded by white and
gray boxes, respectively, the four conserved cysteines by circles. B, schematic representation of intron-exon organization of osmr gene. Module organization
and implication of the corresponding exons in the formation of the membrane and soluble forms of the receptor are depicted (CBD, cytokine binding domain;
Ig, immunoglobulin-like domain; Fn3, fibronectin type 3 domain; TM, transmembrane domain; ICD, intracellular domain). C, schematic representation of exon
and intron 8 of the osmr gene. Underlined nucleotides refer to the exon 8 coding for both soluble and membrane forms of OSMR. The intron 8 encoded for 16
additional residues in the soluble form of receptor.
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the culture and the incorporated radioactivity determined
by scintillation counting (Packard Topcount luminometer,
Meriden, CT).
FlowCytometry Analysis—Cells were incubated for 30min at

4 °Cwith theAN-N2 anti-OSMRantibody or an isotype control
antibody (IgG1) (10 mg/ml) before an incubation step with a
phycoerythrin-conjugated anti-mouse antibody. Fluorescence
was subsequently analyzed on a FACScalibur flow cytometer
from BD Biosciences.

RESULTS

Detection of a Soluble Form of OSMR by ELISA—Eighteen
monoclonal antibodies recognizing the soluble OSMR part of
an Fc fusion protein were generated and characterized. Each of
themwas tested in pairs to develop a sandwich ELISA (Fig. 1A).
We selected the AN-A2 anti-OSMRmAb as a coating antibody
and the AN-V2 anti-OSMR mAb as a tracer antibody. The
ELISA allowed the detection of 2.5 ng/ml recombinant soluble
OSMR (Fig. 1B) and did not react with any other related soluble
receptors (LIFR, gp130, CNTFR, CLF, IL-6R) or irrelevant
receptors (soluble Drosophila Toll, soluble human IL-4R) (Fig.
1C). Moreover, addition of OSM to the samples did not inter-
fere with the detection of soluble OSMR in the developed
ELISA.

We next looked for a native form of sOSMR by screening
culture supernatant from different cell lines. All the tested glio-
blastoma, hepatoma, and melanoma cell lines secreted high
amounts of a soluble form of OSMR with concentrations rang-
ing from 5 to 50 ng/106 cells (Fig. 2). In contrast, we could not
observe the secretion of sOSMR in neuroblastoma-, choriocar-
cinoma-, and lymphocyte-derived cell lines. In addition, high
levels of sgp130 were detected in the cell lines secreting
sOSMR.

We also looked for sOSMR in sera from healthy individuals
and from patients suffering from multiple myeloma, a pathol-
ogy known to induce increased levels of circulating soluble
cytokine receptors (41). An average value of 77 ng/ml circu-
lating sOSMR was measured in normal situations that
reached a concentration of 288 ng/ml in multiple myeloma
patients (Fig. 3). These results revealed the existence of a
circulating form of OSMR that can be positively modulated
in pathologic situations.
Molecular Cloning and Expression of a Soluble OSMR Splice

Variant—The cloning of a soluble form of OSMR was carried
out by reverse transcription PCR starting from theWRL68 hep-
atoma cell line. A 1185-bp cDNA was isolated and encoded a
truncated soluble form of OSMR of 394 amino acids diverging
from themembrane form of OSMR by 16 amino acids encoded
at the end of exon 8 (Fig. 4, A–C). The soluble receptor
sequence included an N-terminal potential hydrophobic signal
peptide (exons 1 and 2), a half CBD containing aWSXWSmotif
(exons 3 and 4) followed by an Ig-like domain (exon 5), and then
a half CBD presenting four conserved cysteine residues in fixed
position (exons 6 to 7).
Soluble OSMR Tissue Distribution—Tissue distribution was

analyzed by real-time quantitative RT-PCR using poly(A)1

RNA from different human tissues. Two pairs of primers were
used, one specifically detecting the soluble formof receptor and

the second one only amplifying the membrane form of OSMR.
The specificity of amplified products was controlled on a large
panel of cell lines and tissues, and in each case a single band
corresponding to the expected molecular weight was observed
on gels (data not shown). The soluble form of OSMR was
expressed in pancreas, lung, liver, and placenta and weakly in
skeletal muscle (Fig. 5). With the exception of heart, preferen-
tially expressing the membrane receptor, the distribution of
both forms of OSM receptors was similar in the tested tissues.
Soluble OSMR Expression and Binding of OSM to sgp130-

sOSMR Complex—The sOSMR was expressed as a tagged pro-
tein (V5-histidine tags) and purified by affinity from culture
supernatants of stably transfected cells (Fig. 6A). SDS-PAGE
gels and Western blotting analyses of the purified fraction evi-
denced a 75-kDa polypeptide, corresponding, after subtracting
the tag molecular mass, to a mature protein of 70 kDa. Degly-
cosylation experiments were carried out using the N-glycosi-
dase-F. A shift of 25 kDa was observed in agreement with the
predicted occupation of 10 N-glycosylation sites (Fig. 6B).
We next studied interaction between the OSM, sOSMR, and

sgp130 (Fig. 7). The soluble receptors were added to OSM or
LIF, and the tagged sOSMRwas precipitated using Ni21 beads.
The samples were assayed by Western blotting using an anti-
OSM antibody to detect its association to sOSMR. The exper-
iments show that OSM specifically recognized sOSMR, with a
slight increase of the binding in the presence of sgp130.

FIGURE 5. sOSMR tissue distribution. sOSMR (A) and membrane OSMR (B)
expression levels were detected in tissues by quantitative reverse transcrip-
tion PCR and expressed compared to GAPDH as described under “Materials
and Methods.”
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Soluble OSMR Neutralizes STAT3 Signaling—We tested the
possibility for sOSMR to behave as an antagonist for its ligands.
Experimentswere carried out using theGO-G-UVMandT98G
glioblastoma andA375melanoma cell lines previously reported
to be responsive toOSM (Fig. 8A) (1, 28). Treatment of the cells
with OSM plus sgp130 showed a very slight or no decrease in
STAT3 phosphorylation compared with the signal observed in
the presence of OSM alone, in agreement with the published
studies (42). Importantly, the combined addition of both solu-
ble receptors induced a marked decrease of STAT3 phospho-
rylation in the studied cell lines. This was not observed in the
presence of LIF or IL-6, used as controls (Fig. 8B). Recent stud-
ies have demonstrated the OSMR involvement, together with
Gp130-like receptor (GPL), also known as IL-31R, in the for-
mation of a functional IL-31 receptor complex (32–34). We
tested the possibility for sOSMR to also neutralize an IL-31
response in the T98G glioblastoma cell line (Fig. 8C). Similarly

to that observed for OSM, a decrease in STAT3 recruitment by
IL-31 was observed when simultaneously adding sOSMR and
soluble GPL/IL-31R to the cells. Altogether, these results indi-
cate that a combination of truncatedOSMRand gp130, orGPL/
IL-31R, could trap and neutralize OSM and IL-31 responses,
respectively.
Soluble OSMR Combined with Soluble gp130 Neutralizes

Both Type I and Type II OSM Receptors—In the next experi-
ment, murine IL-3-dependent BA/F3 cells engineered to spe-
cifically express type I (gp130/LIFR) or type II (GP130/OSMR)
OSM receptors on their surface were used (39). Both cell lines
proliferated in a similar manner with the addition of OSM to
the cultures (Fig. 9,A and B). A 50% inhibition of the signal was
measuredwhen sOSMR and sgp130were added together to the
type I or type II OSM receptor-expressing BAF/3 cell cultures
(Fig. 9, C and D). In contrast, no induced inhibition could be
detected when type I receptor-expressing cells were grown in
the presence of LIF (Fig. 9E). These experiments show that the

FIGURE 6. Purification of sOSMR. A, SDS-PAGE analysis of sOSMR purified
from a Ni21-agarose column. Gel was silver stained, and a Western blotting
analysis was performed on parallel lanes using the monoclonal anti-V5 tag
antibody. B, Western blot was performed on sOSMR treated for 12 h at 37 °C
with 1 unit of N-glycosidase-F (N-glyco-F). WB, Western blot.

FIGURE 7. OSM-sOSMR interaction requires the presence of sgp130. 5 nM

soluble receptors were incubated at 4 °C overnight in the presence of 5 nM

OSM or LIF as control cytokine before the pull down of V5-His-tagged sOSMR
by using Ni21 beads. Associations to OSM or LIF were detected by using
biotinylated polyclonal anti-OSM or anti-LIF antibodies. An anti-V5 antibody
coupled to peroxidase was used to control the loading of sOSMR. WB, West-
ern blot.

FIGURE 8. sOSMR associated to sgp130 or sGPL/IL-31R neutralizes OSM
and IL-31, respectively. A, OSM (5 ng/ml) was preincubated with sIL-4R,
sgp130, sOSMR, or sgp130 and sOSMR (200 ng/ml each) for 2 h at 37 °C. The
GO-G-UVM glioblastoma and the A375 melanoma cell lines were stimulated
with the studied proteins for 10 min, and the STAT3 tyrosine phosphorylation
levels were determined. B, a fusion protein made of sOSMR linked to a gp130
soluble form neutralized specifically the OSM response. Cytokines (10 ng/ml)
were preincubated with 100 ng/ml OSMR-L-gp130 for 2 h at 37 °C. Preincu-
bated samples, or cytokines alone, were added for 10 min to the GO-G-UVM
glioblastoma cell line, and the STAT3 tyrosine phosphorylation levels were
determined. C, IL-31 (10ng/ml)waspreincubatedwith soluble Fc-taggedGPL
(250ng/ml), sOSMR (200ng/ml), or a combinationofboth for 2hbeforebeing
added to T98G, an IL-31-responsive glioblastoma cell line. After a 10-min con-
tact, the STAT3 tyrosine phosphorylation levels were determined.
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interaction between OSM and
sOSMR/sgp130 was sufficient to
lower the functional signals medi-
ated by either type I or type II OSM
receptors.
OSM Up-regulates Its Own Solu-

ble Receptor—We studied the possi-
bility of tumor cells modulating
their sOSMR expression in
response to OSM. Experiments
were carried out using the A375
melanoma cell line and three glio-
blastoma cell lines. The expression
levels of soluble and membrane
forms of OSMR were first deter-
mined by reverse transcription PCR
(Fig. 10A). A clear induction of the
RNA coding for the soluble form of
receptor was observed when treat-
ing A375, GO-G-UVM, and
U87MG cells with OSM. Impor-
tantly, no variation in the expres-
sion level of the membrane form of
the receptor could be evidenced in
any studied cell line, suggesting that
OSM preferentially up-regulated its
soluble form of receptor (Fig. 10B
and data not shown). Similar exper-
iments were then performed at the
protein level with the GO-G-UVM
and A375 cell lines (Fig. 10C). The
obtained results showed an
increased sOSMR secretion when
the cells were grown in the presence of at least 12.5 ng/mlOSM.

Further experiments were carried out to test the possibility
for additional gp130 signaling cytokines (IL-6, IL-11, LIF,
CT-1), pro-inflammatory cytokines (interferon g, IL-1a), or
anti-inflammatory mediators (dexamethasone, transforming
growth factor b, IL-10) to modulate sOSMR secretion (Fig.
10D). A positive modulation of sOSMR secretion was only
observed in response to its cognate ligand. Together these
results demonstrate thatOSMpositively regulates the secretion
of sOSMR, opening the possibility for tumor cells to display a
reduced sensitivity to the static activity of the cytokine during
an immune response.

DISCUSSION

In the present work we identified an alternatively spliced form
of OSM receptor leading to the generation of a soluble form of
receptor. Soluble type I cytokine receptors can be generated
by different mechanisms, including alternative splicing of
mRNA transcripts and proteolytic shedding of receptor
ectodomains. Cleavage of glycosylphosphatidylinositol-anchored
receptor by phosphatidylinositol-specific phospholipase C was
also reported in the case of CNTFR a-chain (37).
Soluble IL-6 receptor is generated two different ways, shed-

ding of the external IL-6Rportion or alternative splicing, result-
ing in the secretion of a soluble form of receptor that lacks the

transmembrane domain (43–45). Two large size signaling
receptors belonging to the IL-6 family, gp130 and LIFR, have
also been described as soluble products (38, 46). In these latter
cases the soluble receptors have been identified as splice vari-
ants of membrane forms. In the present work we have high-
lighted the existence of a soluble OSMR generated by alterna-
tive splicing in intron 8 leading to a stop codon after residue
394. In parallel experiments, we also explored the possibility for
solubleOSMR to be simultaneously generated by shedding pro-
cesses. Preliminary results show an induction of sOSMR, after a
phorbol ester cell contact, that is counteracted by ametallopro-
tease inhibitor treatment.4This suggests that, in addition to the
exon splicing mechanism, sOSMR can also be generated by
proteolytic cleavage, similarly to that previously reported for
the soluble IL-6R (43–45).

The binding of soluble IL-6R-IL-6 complex to membrane
gp130 confers an IL-6 signaling capability named “trans-signal-
ing” (47). This phenomenon is also reported for IL-11 or CNTF
(37, 48). In contrast, sgp130 or soluble LIFR abrogate the sig-
naling mediated by the membrane form of receptors in
response to the IL-6 family members (38, 46). The present
results show that sOSMR also behave as a neutralizing receptor
for OSM.

4 C. Diveu, unpublished observations.

FIGURE 9. sOSMR associated to sgp130 neutralizes OSM-induced proliferation of OSMR type I- or type
II-expressing BA/F3 cell lines. Proliferative response of BA/F3 cells transfected with type II (gp130/OSMR) (A)
or with type I (gp130/LIFR) (B) receptors to OSM. Cells were cultured in triplicate with 3-fold dilutions of
indicated cytokines. C and D, type II and type I receptor-transfected BA/F3 cells were cultured in the presence
of 0.6 ng/ml OSM, 1.5 mg/ml sgp130, and 1.5 mg/ml sOSMR as indicated. E, 100 ng/ml OSMR-L-gp130 fused
protein and 0.1 ng/ml OSM (in black) or 0.1 ng/ml LIF (in gray) were added to type I and type II receptor-
expressing BA/F3 cells. After 48 h of culture, a [3H] thymidine pulse was carried out and the incorporated
radioactivity determined.
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The receptor-transducing chains of the IL-6 family, gp130,
LIFR, and OSMR, have a modular organization containing in
their ectodomain at least one Ig-like domain, a CBD, and FnIII
domains (49–51). Structural analyses of this family of receptors
revealed that high affinity binding of the cytokine to its receptor
complex involves on one side the CBD of a first receptor sub-
unit and on the other side the Ig-like domain of the second
receptor component (50–54). We previously reported that
OSM binds to the CBD of gp130 and to the Ig-like domain of

OSMR (52, 55). In the soluble form
of OSMR, the CBD located down-
stream from the Ig-like domain was
truncated and stopped after half of
the module, suggesting that this
truncated portion of receptor is not
able to bind a cytokine. The present
work supports the idea that the Ig-
like domain of the soluble OSMR,
which remains intact, contributes to
its neutralizing potential.

Recent studies from Zymogenet-
ics researchers and from our group
reported that OSMR also associate
to a gp130-like receptor, GPL or
IL-31R, to generate a functional
receptor for IL-31 (32–34). In the
present study we have shown that
sOSMR together with GPL/IL-31R
could also neutralize IL-31. Because
the GPL/IL-31R receptor is devoid
of Ig-like module and binds IL-31
through its CBD, we can hypothe-
size that sOSMR on its side might
also recognize IL-31 through its Ig-
like domain.

sOSMR circulating levels have
been detected in healthy individuals
with an average value of roughly 80
ng/ml, similar to that reported for
sgp130 (38). Interestingly, a clear
increase was observed in sera from
multiple myeloma-suffering patients,
a pathology with an important
inflammatory component. Analysis
of circulating sOSMR in additional
inflammatory or leukemia situations
would bring further information
about these diseases.

The results demonstrate that
sOSMR requires association with
sgp130 to induce a potent neutraliz-
ing response. Interestingly, in tested
tumor cell lines a co-expression of
both forms of soluble receptors
was observed, which was further
increased in the presence of OSM.
This opens the possibility for tumor
cells to protect themselves against

the static activities of OSM secreted by T lymphocytes and
monocytes during the immune response. A similar process has
already been described for Fas ligand. In this case, lung and
colon tumor cells inhibited Fas ligand-induced apoptosis by
overproducing a decoy receptor (56). A specific neutralization
of sOSMR in tumor experimental models might improve the
anti-tumoral response to OSM (28).

On the other hand, OSM has been demonstrated to induce
severe inflammatory responses, notably by recruiting the hepa-

FIGURE 10. OSM up-regulates sOSMR. A, the GO-G-UVM, U87MG, T98G glioblastoma, and A375 melanoma
cell lines were grown for 6 h in the presence of 50 ng/ml of OSM. Expression levels of soluble and membrane
OSMR were determined by reverse transcription PCR using primers specifically amplifying each form of tran-
scripts. GAPDH was used as control. B, the expression of OSMR membrane form remained unchanged in A375
cells grown for 48 h in the presence of 50 ng/ml OSM. Receptor expression was monitored by flow cytometry
analysis. Black histogram, IgG1 isotype control; gray histogram, AN-N2 anti-OSMR staining. C, GO-G-UVM and
A375 cell lines were grown for 48 h in the presence of serial dilutions of OSM, and the sOSMR concentrations
secreted in culture supernatants were determined by ELISA. D, GO-G-UVM cells were grown for 48 h in the
presence of 2 nM indicated cytokines or 1 nM dexamethasone (DXM). sOSMR concentrations were determined
by ELISA.
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tocytes. Recently, cytokines of the IL-6 family were successfully
neutralized either by using antibodies or by fused proteins
encompassing truncated soluble receptors or by their associa-
tion to immunoglobulin Fc fragments, opening the possibility
of new treatments in inflammatory pathologies (58–61). The
development of an sOSMR-sgp130 association might also be
useful to contribute to reducing the inflammatory response in
acute or chronic diseases.

In conclusion, the present work identified a soluble form of
OSMR that displays neutralizing properties toward OSM and
IL-31 when associated to sgp130 or GPL/IL-31R, respectively.
Because OSMR or IL-31R gene inactivation only led to a mild
decrease in platelet number or to an absence of phenotype in
mice (32, 57), the development of neutralizing strategies based
on the use of sOSMR in chronic pathologies should bring useful
reagents with potentially weak side effects.
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Résultats complémentaires: étude fonctionnelle de l’antagoniste de l’OSM

 Seuls quelques résultats préliminaires, concernant l’antagoniste de l’OSM, ont été 

publiés dans l’article précédent. Cependant, nous avons réalisé une étude fonctionnelle plus 

approfondie de cet antagoniste. Il m’a donc paru important de présenter ces résultats qui 

représentent une partie de mon travail de thèse. Nous envisageons de tester l’antagoniste in 

vivo afin  de compléter cette étude et ainsi de publier l’ensemble de ces résultats.  

 Comme nous l’avons vu précédemment, l’antagoniste est constitué des domaines CBD 

et « Ig-like » de l’OSMR d’une part et des domaines CBD et « Ig-like » de gp130 d’autre part 

(Figure 1A). Cette protéine est ainsi constituée de 817 acides aminés (Figure 1B). Nous avons 

conservé le peptide signal de l’OSMR afin que la protéine soit secrétée. Deux étiquettes ont 

été ajoutées à l’extrémité C-terminale de la protéine. L’étiquette V5 permet la détection de 

l’antagoniste par western-blot et l’étiquette His permet sa purification par affinité sur des 

colonnes de Nickel. Nous avons produit la protéine en système eucaryote grâce à la 

transfection de cellules HEK 293. Afin de vérifier la pureté de la protéine, nous avons réalisé 

un gel d’argent et un western-blot anti-V5 en parallèle (Figure 2A). L’antagoniste présente 

une masse moléculaire apparente de 160kDa. Nous avons ensuite réalisé des expériences de 

co-immunoprécipitation afin de vérifier la conformation et l’intégrité de la protéine de fusion 

(Figure 2B). Ainsi, nous avons précipité la protéine avec un anticorps dirigé contre sa partie 

OSMR puis nous avons réalisé un western-blot avec un anticorps dirigé contre sa partie 

gp130. La protéine est donc bien constituée d’une partie de l’OSMR et d’une partie de gp130. 

Afin de vérifier son interaction avec son ligand, l’OSM, des expériences de coprécipitations 

ont été réalisées (Figure 3). Nous avons utilisé des cytokines chimériques, fusionnées avec un 

fragment Fc, que nous avons mises au contact de l’antagoniste. Nous avons ensuite précipité 

ces cytokines, grâce à des billes de protéine A, puis nous avons réalisé un western-blot anti-

V5 afin de détecter la présence de l’antagoniste. Nous avons ainsi mis en évidence 

l’interaction spécifique de l’antagoniste avec l’OSM. En effet, l’IL-31 a été utilisée comme 

contrôle car elle se fixe également à l’OSMR et nous n’avons pas observé d’interaction entre 

cette cytokine et l’antagoniste dans les mêmes conditions. Cette spécificité a été confirmée, 

comme nous l’avons vu précédemment dans l’article, par des expériences de signalisation 

cellulaire dans lesquelles l’antagoniste inhibe l’OSM mais n’a aucun effet sur les réponses 

induites par l’IL-6 ou le LIF. 

 Nous avons alors étudié l’activité antagoniste de la protéine de fusion. Dans un 

premier temps, nous avons analysé la capacité de l’antagoniste à piéger la cytokine et ainsi à 
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inhiber son interaction avec le récepteur membranaire. Pour cela, nous avons réalisé des 

expériences de cytométrie en flux (Figure 4). Un décalage du pic est observé lorque l’on 

ajoute de l’OSM aux cellules : il s’agit de la fixation de l’OSM sur les cellules. Cette fixation 

est fortement inhibée quand la cytokine est préincubée avec l’antagoniste. Nous avons ensuite 

analysé les voies de signalisation intracellulaire activées par l’OSM, en particulier les voies 

des STATs et des MAPKs. Nous avons réalisé un effet dose de la protéine de fusion afin 

d’évaluer son potentiel antagoniste grâce au calcul du ratio cytokine/antagoniste (Figure 5). 

Nous avons ainsi observé qu’un ratio de 1/1 est suffisant pour inhiber l’activation de STAT1 

et des MAPKs (ERK1/2) en réponse à l’OSM. Quant à STAT3, son inhibition nécessite une 

quantité plus importante d’antagoniste. En effet, il faut 4 à 8 fois plus d’antagoniste dans ce 

cas. Cette différence entre les voies de signalisation s’explique par le fait que STAT3 est 

décrit comme étant le facteur de transcription principalement recruté par l’OSM et son 

activation nécessite une quantité d’OSM inférieure à celle nécessaire pour l’activation de 

STAT1 ou des MAPK. 

 Des expériences de prolifération cellulaire ont ensuite été réalisées grâce à la lignée 

BA/F3 transfectée avec le récepteur de type II de l’OSM (OSMR et gp130) mais également 

avec celui de l’IL-31 (OSMR et GPL). Ces deux cytokines induisent ainsi la prolifération de 

ces cellules de manière dose-dépendante (Figure 6). Nous avons ainsi observé que 

l’antagoniste inhibe la prolifération induite par l’OSM de manière dose-dépendante mais il 

n’a aucun effet sur celle induite par l’IL-31. Cette expérience confirme une fois de plus la 

spécificité de l’antagoniste pour l’OSM. Nous avons ensuite mis en évidence que 

l’antagoniste est également spécifique d’espèce. Pour cela, nous avons généré un antagoniste 

de l’OSM murine sur le même modèle structural. L’OSM humaine, mais également murine, 

induisent la phosphorylation de STAT3 dans la lignée myoblastique murine C2C12. Nous 

avons donc testé l’activité des deux antagonistes sur cette lignée. Ainsi, l’antagoniste humain 

inhibe l’activation de STAT3 en réponse à l’OSM humaine mais il n’a aucun effet sur l’OSM 

murine (Figure 7A). A l’inverse, l’antagoniste murin inhibe la réponse induite par l’OSM 

murine sans interférer avec celle induite par l’OSM humaine dans ces mêmes conditions 

(Figure 7B). Il était donc nécessaire de générer cet antagoniste murin afin de pouvoir réaliser 

des expériences in vivo chez la souris. Nous avons récemment testé son activité in vivo dans 

un modèle de cicatrisation chez la souris. Ces travaux sont réalisés en collaboration avec 

l’équipe de Jean-Claude Lecron à Poitiers et des résultats préliminaires semblent montrer un 

effet bénéfique de l’antagoniste dans la cicatrisation. Des expériences supplémentaires sont en 
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cours afin de confirmer ces résultats et de mettre en évidence les gènes dont l’expression est 

modulée par l’OSM et son antagoniste. 
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Article 2

Definition and characterization of an inhibitor for interleukin-31 

Venereau E., Diveu C., Grimaud L., Ravon E., Froger J., Preisser L., Chevalier S., Gascan H. 

Soumis pour publication 

1. Génération et caractérisation de l’antagoniste de l’IL-31

 L’IL-31 est une cytokine récemment identifiée et par conséquent, elle est peu décrite à 

ce jour. Cependant, il a été mis en évidence que de manière similaire à l’OSM, cytokine avec 

laquelle elle partage une chaîne réceptrice, elle est impliquée dans l’inflammation cutanée et 

plus particulièrement dans une pathologie cutanée : la dermatite atopique. Dans une 

perspective thérapeutique, nous avons choisi de générer un antagoniste de cette cytokine. 

 Comme nous l’avons vu précédemment, il existe différentes stratégies afin d’inhiber 

les cytokines. Nous nous sommes particulièrement intéressés à une nouvelle génération 

d’antagonistes qui consiste à construire des récepteurs solubles. Nous avons ainsi généré un 

antagoniste de l’IL-31 sur le même modèle que celui de l’OSM. Il est constitué des domaines 

CBD et « Ig-like » de l’OSMR d’une part et du domaine CBD de GPL d’autre part (Figure 

1A). Nous avons utilisé le même peptide de liaison que pour l’antagoniste de l’OSM. Ce 

peptide de liaison correspond à la courte partie extracellulaire proximale à la région 

transmembranaire de l’IL-6Rα. Nous avons conservé le peptide signal de l’OSMR afin que la 

protéine soit secrétée. Deux étiquettes (V5 et His) ont été ajoutées à l’extrémité C-terminale 

de la protéine afin de faciliter sa purification et sa détection par western-blot. La protéine de 

fusion est ainsi constituée de 720 acides aminés (Figure 1B). 

 Afin de produire la protéine en système eucaryote, nous avons transfecté des cellules 

HEK 293. Après une étape de chromatographie d’échange d’anions, nous avons purifié la 

protéine par affinité grâce à son étiquette His. Nous avons ensuite réalisé un gel d’argent et un 

western-blot, avec un anticorps dirigé contre l’étiquette V5 de la protéine, afin de contrôler la 

pureté de la protéine produite (Figure 2A). La protéine de fusion, nommée OSMR-L-GPL, 

présente une masse moléculaire apparente de 150kDa. Afin de vérifier sa conformation, nous 

avons réalisé des expériences d’immuno-précipitation en utilisant un anticorps dirigé contre la 

partie OSMR de la protéine (Figure 2B). Nous avons ensuite révélé la protéine par western-

blot en utilisant un anticorps dirigé contre la partie GPL de la protéine. Nous avons ainsi mis 
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en évidence que l’antagoniste est bien constitué d’une partie de l’OSMR et d’une partie de 

GPL. La protéine est produite en système eucaryote et par conséquent, elle est glycosylée. La 

protéine déglycosylée, à l’aide d’une N-déglycosidase, présente une masse moléculaire 

apparente de 125kDa (Figure 2C). 

2. Mise en évidence de la spécificité de l’antagoniste

 Nous avons réalisé des expériences de coprécipitations afin de mettre en évidence 

l’interaction de l’antagoniste avec son ligand, l’IL-31 (Figure 3). Des protéines chimériques, 

constituées de la cytokine fusionnée à un fragment constant (Fc) d’une immunoglobuline, ont 

été utilisées. L’IL-31-Fc ou l’OSM-Fc sont alors précipitées par des billes de protéine A. 

Nous avons ensuite révélé la présence de l’antagoniste par western-blot avec un anticorps 

dirigé contre son étiquette V5. Nous avons ainsi mis en évidence l’interaction de l’antagoniste 

avec l’IL-31 par des expériences de coprécipitations. Cette interaction est spécifique car 

aucune interaction de l’antagoniste avec l’OSM n’a été observée dans les mêmes conditions. 

En effet, l’antagoniste est constitué d’une partie de l’OSMR et il était donc nécessaire de 

vérifier si cette partie de l’antagoniste n’était pas suffisante pour interagir avec l’OSM. 

 Afin d’étudier l’activité antagoniste de la protéine de fusion, nous avons analysé les 

voies de signalisation activées par l’IL-31. Nous avons démontré dans une étude précédente 

que l’IL-31 induit l’activation de la voie des STATs et des MAPKs dans la lignée de 

glioblastome GO-G-UVM. Nous avons donc étudié la phosphorylation de STAT-1, STAT-3 

et des MAPKs (ERK1/2) en réponse à l’IL-31 dans cette lignée cellulaire (Figure 4A). 

L’antagoniste inhibe les phosphorylations induites par l’IL-31 mais il n’exerce aucun effet sur 

celles induites par l’OSM. Des résultats similaires ont été observés lors d’expériences de gène 

rapporteur (Figure 4B). Afin d’évaluer le potentiel antagoniste d’OSMR-L-GPL, nous avons 

réalisé un effet dose de la protéine dans un test de phosphorylation de STAT3 en réponse à 

l’IL-31 ou à l’OSM (Figure 4C). Nous avons ainsi démontré qu’un ratio équimolaire d’IL-31 

et d’antagoniste est suffisant pour inhiber l’activation induite par l’IL-31. A l’inverse, 

l’antagoniste n’inhibe pas l’activation induite par l’OSM malgré des quantités croissantes 

d’antagoniste. L’ensemble de ces résultats confirme la spécificité de l’antagoniste pour l’IL-

31, déjà observée dans les expériences de coprécipitations.  

3. Activités biologiques de l’antagoniste

 Nous avons ensuite étudié l’antagoniste dans des tests de prolifération cellulaire. Nous 

disposons au laboratoire de la lignée BA/F3 transfectée avec les chaînes réceptrices de l’IL-31 
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(OSMR et GPL) et de l’OSM (OSMR et gp130). Ainsi, ces deux cytokines induisent la 

prolifération de cette lignée de manière dose-dépendante. Comme attendu, OSMR-L-GPL 

inhibe la prolifération induite par l’IL-31 et il n’exerce aucun effet sur celle induite par l’OSM 

(Figure 5). 

 L’IL-31 est une cytokine encore peu connue mais elle partage la chaîne réceptrice 

OSMR avec l’OSM et par conséquent, ces deux cytokines peuvent exercer des activités 

biologiques similaires. L’OSM a été décrite pour ses propriétés cytostatiques sur certaines 

lignées tumorales telles que des lignées dérivées de glioblastomes. De manière similaire à 

l’OSM, l’IL-31 inhibe la prolifération naturelle des cellules de la lignée GO-G-UVM (Figure 

6A). Les deux cytokines induisent également des modifications morphologiques des cellules. 

En présence de ces cytokines, les cellules s’arrondissent et perdent leurs prolongements 

cellulaires (Figure 6B). L’antagoniste réverse les effets induits par l’IL-31, qu’il s’agisse de la 

prolifération cellulaire ou des changements morphologiques, mais il n’inhibe pas les effets 

induits par l’OSM. 

 Lors d’une étude précédente réalisée par PCR quantitative, nous avons mis en 

évidence les gènes dont l’expression est modulée par l’OSM et l’IL-31 dans la lignée GO-G-

UVM. Ces gènes codent principalement pour des protéines à activité proinflammatoire. En se 

basant sur ce criblage, nous avons choisi d’étudier quelques gènes (IL-6, OSMR, VEGFa, 

CXCL16 et SOCS3) afin de tester l’antagoniste. Ce dernier inhibe l’expression des gènes 

induits par l’IL-31 sans moduler l’expression de ces mêmes gènes induits par l’OSM. 

 Enfin, nous avons mis en évidence dans une autre étude que l’OSM est un puissant 

activateur des kératinocytes et qu’il est impliqué dans l’inflammation cutanée. De façon 

similaire, l’IL-31 est impliquée dans une pathologie cutanée inflammatoire : la dermatite 

atopique. Nous avons donc étudié l’activité de l’antagoniste sur une culture primaire de 

kératinocytes. L’OSM et l’IL-31 induisent le recrutement de STAT3 dans les kératinocytes et 

l’antagoniste inhibe cette activation de STAT3 en réponse à l’IL-31 sans interférer avec la 

réponse induite par l’OSM. 

 Cette étude décrit donc un antagoniste spécifique de l’IL-31, cytokine récemment 

identifiée et impliquée dans l’inflammation cutanée. Elle contribue ainsi au développement de 

nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement de pathologies associées à cette 

nouvelle cytokine, en particulier des pathologies cutanées. 
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Interleukin-31 (IL-31) is a recently 

described T cell derived cytokine, mainly 

produced by T helper type 2 cells,and related 

to the cytokines of IL-6 family according to its 

structure and receptor,. IL-31 is the ligand 

for a heterodimeric receptor composed of a 

gp130-like receptor (GPL) associated with the 
oncostatin M receptor (OSMR). A link 

between IL-31 and atopic dermatitis was 

shown by studying the phenotype of IL-31 

transgenic mice and IL-31 gene haplotypes in 

patients suffering from dermatitis. In this 

study, we generated a potent IL-31 antagonist 

formed by external portions of OSMR and 

GPL fused with a linker. This fusion protein, 

“OSMR-L-GPL” consisting of 720 amino 

acids counteracted the binding of IL-31 to its 

membrane receptor complex, and the 
subsequent signaling events involving the 

STATs and MAP kinase pathways. 

Neutralizing effects were also found in IL-31 

sensitive cell lines including brain-derived 

cells and primary cultures of keratinocytes.  

Interleukin-31 (IL-31) is a newly described T 

cell-derived cytokine, mostly produced by T 

helper type 2 cells, and involved in promoting 

skin disorders and regulating other allergic 

diseases such as asthma (1-5). This cytokine is 

related to the IL-6 cytokine family by its 

structure and receptor complex (6). IL-31 is a 

four-helix bundle cytokine comprising two long 

cross-over loops and one short loop (1). Its 

heterodimeric receptor is composed of gp130-

like receptor (GPL, also known as GLM-R) (7,8) 

and oncostatin M receptor (OSMR) (9,10). 

GPL was recently cloned as a member of the 

type I cytokine receptor family (7,8). Its name 

reflects its close relationship to gp130, the 

shared receptor subunit of the IL-6-type 

cytokines (11,12). Both receptor genes are 

located in tandem on chromosome 5. GPL 

displays common structural motifs with the 

family of type I cytokine receptors, i.e., the 

cytokine-binding domain (CBD) with two pairs 

of conserved cysteine residues and a WSXWS 

box in the extracellular region. IL-31 binds to 

GPL before recruiting OSMR to form the high 

affinity receptor. On the other hand, OSMR can 

also heterodimerize with gp130 to form a 

functional type II OSM receptor (9,10).. The 

type I OSM receptor consists of the low affinity 

chain LIFR associated with gp130 (13,14).  

High expression levels of GPL have been 

found in tissues involved in reproduction, the 

myelo-monocytic lineage, spleen, thymus, lungs, 

skin and trachea (7,8). In addition, OSMR is also 

co-expressed in most of these tissues (10). The 

binding of IL-31 to its receptor leads to an 

intracellular activation via recruitment of the 

Jak1, Jak2, STAT-1, STAT-3, STAT-5 signaling 

pathways, as well as the Pi3-kinase/Akt cascade. 

SHP-2 and Shc adapter molecules are also 

recruited and contribute to an increased 

activation of the MAP kinase pathway in 

response to IL-31 (15-17). 

Dillon et al. showed that mice treated with 

intradermal injection of IL-31 or transgenic mice 

overexpressing IL-31 presented increased 

scratching behavior and developed severe 

dermatitis (1). An association of IL-31 with 

atopic dermatitis was found in  the IL-31 

transgenic mice phenotype that mimics the 

human pathology (18). 

Sonkoly and his collaborators have 

demonstrated the involvement of IL-31 in atopic 

skin inflammation (5). Specifically, IL-31 is 

significantly overexpressed in pruritic atopic 
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compared with nonpruritic psoriatic skin 

inflammation. Moreover, atopic individuals have 

an increased tendency to produce higher levels 

of IL-31 in response to external trigger factors, 

which may contribute to the development of 

pruritus (19). Circulating CLA+ T cells produce 

IL-31 after activation and CLA+ skin-homing T 

cells, located in the epidermis of patients with 

atopic dermatitis, express IL-31 mRNA (3). 

Thus, IL-31 may contribute to the development 

of atopic dermatitis-induced skin inflammation 

and pruritus.  

Soluble cytokine receptors, which are involved 

in the regulation of a number of physiological 

and pathological situations, can behave either as 

agonists or antagonists for a cytokine. The 

soluble counterparts of α-membrane chains, 

such as soluble IL-6 or CNTF receptors, are able 

to increase the functional responses to their 

respective ligands (20,21). In contrast, β-chain-

derived soluble receptors, such as soluble gp130 

or soluble OSMR, can neutralize the responses 

to IL-6, IL-11, CNTF, OSM and IL-31 (22-24). 

A new generation of cytokine antagonists has 

been designed based on the fusion of soluble 

receptor fragments to trap their cognate ligand 

with a high affinity. To associate the external 

portions of receptor chains, two strategies have 

been used: fusing soluble(s) receptor(s) to the Fc 

domain of human IgG1 (25), or fusing two 

different ligand-binding domains together with a 

linker (26,27). 

In the present study, we generated a potent IL-

31 antagonist consisting of the distal domains of 

OSMR associated through a linker to the GPL 

cytokine binding domain. This fusion protein, 

named “OSMR-L-GPL,” specifically recognized 

IL-31, and displayed potent neutralizing 

activities on a number of different IL-31 

responsive tissues. 

MATERIALS AND METHODS 

Cells and reagents 
Cos-M6, HEK 293 and Go-G-UVM cell lines 

were cultured in RPMI medium 1640 

supplemented with 10% fetal calf serum. Ba/F3 

stably transfected with gp130, OSMR and GPL 

were grown in the same culture medium 

supplement with 1 ng/ml murine IL-3. Human 

keratinocytes were purchased from PromoCell 

(Heidelberg, Germany) and maintained in 

keratinocyte growth medium-2 (PromoCell) 

following the manufacturer’s instructions. 

Human IL-31 tagged with V5 and poly-histidin 

epitope (V5-His) was produced in the laboratory 

as previously described (16). Human 

recombinant OSM was purchased from R&D 

systems (Oxon, UK). The OSMR-Fc, GPL-Fc 

fusion proteins, monoclonal anti-OSMR (AN-

V2) and IgG1 isotype control antibodies were 

produced in the laboratory. A polyclonal anti-

GPL antibody (T3C15) was raised by 

immunizing rabbits with a 15-mer peptide 

chosen in the AB loop of the receptor as 

previously described (8). Polyclonal antibodies 

directed against phospho-STAT1 (tyr701), 

phospho-STAT3 (tyr705), phospho-MAPK 

(thr202/tyr204) and MAPK were bought from 

Upstate Technology (Lake Placid, NY). 

Polyclonal anti-STAT3 and anti-STAT1 

antibodies were purchased from Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA). Monoclonal 

anti-V5 antibodies coupled or not to peroxidase 

were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA). 

The anti-mouse and anti-rabbit peroxidase 

labeled antibodies were purchased from 

Clinisciences (Montrouge, France). 

Cloning of the fusion protein OSMR-L-GPL 

The linker, corresponding to the short proximal 

part of the IL6Rα extracellular domain (residues 

Ala
323

-Val
362

), was amplified by PCR (26). ClaI 

and EcoRI sites were introduced in the sense 

primer and anti-sense primers respectively. The 

PCR product was cloned into pcDNA3.1/D 

TOPO V5-His vector. A fragment corresponding 

to the CBD regions and the Ig-like domain of 

OSMR (residues Met
1
-Ala

428
) was amplified by 

PCR. A Hind III and a ClaI restriction sites were 

introduced in the sense and anti-sense primers 

respectively. The amplification product was 

cloned into the pcDNA3.1/D TOPO V5-His 

plasmid containing the linker. The fragment 

corresponding to the CBD of GPL (residues 

Leu
21

-Glu
225

) was amplified by PCR and 

introduced in 3’ side of the construct using 

EcoRI and NotI restriction sites. The construct 

was verified by DNA sequencing. 

Protein expression and purification  
The HEK 293 cell line was stably transfected 

with pcDNA3.1D/TOPO OSMR-L-GPL V5-His 

using the Exgen transfection reagent 

(Euromedex, Souffelweyersheim, France). Cell 

supernatants were cleared by centrifugation and 

stored at -20°C. They were submitted to an anion 

exchange column (Amersham, Biosciences) 

before an affinity purification step using Ni2+ 

sepharose column chromatography (Amersham, 
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Biosciences). Purified fractions were dialysed 

against PBS before being submitted to SDS-

PAGE, silver staining and western-blot analyses. 

Some preliminary experiments were carried out 

by transient expression of the protein in Cos-M6 

cells using the DEAE-dextran method. The 

chimeric cytokines (OSM-Fc and IL-31-Fc), 

consisting of the cytokines coupled to the Fc part 

of human IgG1, were expressed in Cos-M6 cells 

using the DEAE-dextran transfection method. 

After a 72 h transfection period, culture media 

were collected, and the protein was 

immunopurified on a protein A column. 

Endoglycosidase treatment 

OSMR-L-GPL was diluted in 1% Brij 96 lysis 

buffer and treated with 25 units/ml of N-

glycosidase-F (Roche, Mannheim, Germany) for 

12 h at 37°C before anti-V5 western-blot 

analyses. 

Immunoprecipitation, co-precipitation and 
western-blot analyses 

For immunoprecipitation experiments, samples 

were incubated overnight at 4°C with indicated 

antibodies. Complexes were then isolated using 

beads coupled to protein A and suspended in 

sample buffer (1% SDS, 1% glycerol, 0,1% 

bromophenol blue, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 2-

β mercapto-ethanol). Samples were then 

submitted to SDS-PAGE and transferred onto 

Immobilon membranes. These membranes were 

subsequently incubated overnight with the 

primary antibody, before being incubated with 

the appropriate peroxidase-labeled secondary 

antibody. The reaction was visualized by 

chemiluminescence according to the 

manufacturer’s instructions (Amersham 

Biosciences, Les Ullis, France). 

For co-precipitation experiments, chimeric 

cytokines fused with the human immunoglobulin 

Fc segment were incubated in the presence of 

indicated soluble receptors overnight at 4°C. 

Complexes were then isolated using beads 

coupled to protein A and submitted for western-

blot analyses as described above. 

Phosphorylation analysis

Cells seeded in 24-well plates were incubated 2 

h at 37°C with or without the purified fusion 

protein and activated for 10 min in the presence 

of the indicated cytokines. Cells were lysed in 

SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 

2% SDS, 10% glycerol, 50 mM DTT, 0.1% 

bromophenol blue), sonicated and then 

submitted to western-blot analyses as described 

above. Membranes were stripped 2 h at room 

temperature in glycine buffer (0.1 M/pH 2.8) 

before being re-blotted. 

Luciferase reporter gene assay 

Cells were transfected, using kit V reagent 

(Amaxa, Gaithersburg, MD), with 2.5 µg of the 

SIEM-Luc reporter gene. This construct contains 

three consensus binding sites located upstream 

of a thymidine kinase minimal promoter (28). 

Twenty-four hours after transfection, cells were 

serum-starved for 6 h and then incubated 

overnight with either medium alone or with the 

indicated combinations of cytokines and OSMR-

L-GPL. Cells were washed with PBS, and 70 µl 

of lysis buffer was added to the wells (0.1M 

KHPO4, pH 7.8, 0.1% Triton X-100) before 

adding luciferine. The luciferase activity was 

measured using a Packard Topcount 

luminometer (Meriden, CT). 

Quantitative-PCR 

Total RNAs were extracted using the RNeasy 

micro kit (Qiagen), according to the 

manufacturer’s protocol. Then, RNAs were 

reversed transcribed into cDNA using random 

hexamer primers and Superscript II reverse 

transcriptase (Invitrogen). Primers were 

designed using Primer3 software 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer38www.cgi). PCR 

amplification reactions were carried out in 

duplicate with iQ-SYBR Green Supermix (Bio-

Rad, Hercules, CA) in a 15µl-reaction volume 

containing 200 nM primers and 5 ng cDNA, and 

using a Chromo4™ System (Bio-Rad). Thermal 

cycling was initiated with a 3 min incubation at 

95°C followed by 40 cycles of 95 °C for 10 s, 55 

°C for 15 s and 72°C for 15s. The ∆Ct method 

was retained for quantification, and the GAPDH 

gene was used for normalization as described 

previously  (29). 

Proliferation assays 
The Ba/F3 stably expressing OSM receptor and 

IL-31 receptor chains (gp130, OSMRβ and GPL 

chains) and Go-G-UVM cell lines were seeded 

in 96-well plates at a concentration of 5 .10
3

cells/well in RPMI 5% fetal calf serum or 1.5 

.10
3
 cells/well in RPMI 1% fetal calf serum, 

respectively. Serial dilutions of tested cytokines 

and fusion protein were performed in triplicate. 

After a 72 h incubation period, 0.5 µCi of 
3
H 
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thymidine (Amersham, Les Ullis, France) was 

added to each well for the last 4 hours of the 

culture and the incorporated radioactivity 

measured by scintillation counting (Packard Top 

count luminometer, Meriden, CT).  

RESULTS 

Design and engineering of the fusion protein 
OSMR-L-GPL 
The fusion protein, OSMR-L-GPL, was 

designed to contain the minimal domains of 

OSMR and GPL required for high affinity IL-31 

binding (Figure 1A). The OSMR segment 

corresponding to the CBDs and the Ig-like 

domain, was placed at the N-terminus side of the 

construct. It included the OSMR signal peptide 

to facilitate the secretion of the fusion protein. 

The GPL fragment corresponding only to the 

CBD was linked at the C-terminus of the OSMR 

construction. In between both receptor parts, a 

short flexible peptide corresponding to the 

membrane proximal part of IL-6Rα extra-

cellular domain was added. A similar linker was 

previously used because its flexibility allowed 

the fusion protein to adopt an appropriate 

conformation, and also for its weak 

immunogenicity (26). V5 and His tag epitopes 

were added at the C-terminus of the OSMR-L-

GPL fusion protein, to facilitate affinity 

purification and western blot detection. The 

resulting chimeric protein OSMR-L-GPL 

consists of 720 amino acids (Figure 1B). 

Expression and characterization of OSMR-L-

GPL 
To produce the fusion protein, the cDNA 

encoding for OSMR-L-GPL was stably 

transfected in the HEK 293 cell line. Culture 

supernatants were submitted to a concentration 

step by an anion exchange column. OSMR-L-

GPL was purified on a Ni column. The fractions 

obtained after elution were then submitted to 

SDS-PAGE before silver staining and western-

blotting analyses. The soluble polypeptide 

displays a molecular weight of 150 kDa 

corresponding to a mature protein of 145 kDa 

after subtracting molecular weight tags (Figure 

2A). 

To further characterize the fusion protein, we 

performed immuno-precipitation experiments 

using a monoclonal antibody directed against the 

extracellular part of OSMR (anti-OSMR, AN-

V2) followed by immuno-revelation using an 

antibody specifically recognizing GPL (anti-

GPL, T3C15). A signal corresponding to the 

expected molecular weight of OSMR-L-GPL 

was detected after an immuno-revelation using 

the antibody directed against GPL (Figure 2B). 

This result showed that OSMR and GPL 

domains were correctly encoded from the 

OSMR-L-GPL plasmid.

Deglycosylation experiments were then carried 

out using N-glycosidase-F to remove N-linked 

polysaccharides from the protein backbone. A 25 

kDa molecular weight shift (150 kDa versus 125 

kDa) was observed (Figure 2C). This result was 

in agreement with the predicted occupancy of 

the N-glycosylation sites, using the NetNGlyc 

1.0 Prediction site, which predicted 10 sites of 

N-glycosylation.  

IL-31 directly contacts OSMR-L-GPL  
To analyze the ability and the specificity of the 

fusion protein to bind IL-31, immuno-

precipitation experiments were carried out. IL-

31 fused to a Fc fragment, IL-31-Fc, was added 

to OSMR-L-GPL. Since OSMR is a shared 

receptor subunit for both IL-31 and OSM, a 

putative association of OSM to the OSMR 

portion of the fusion protein was also studied by 

adding OSM-Fc to OSMR-L-GPL. Contact of 

IL-31 to the fusion protein was readily 

demonstrated after precipitation and western-

blotting analysis (Figure 3). Under the same 

conditions, no association between OSM and 

OSMR-L-GPL could be shown, emphasizing the 

specificity of OSMR-L-GPL for IL-31. These 

results are in agreement with previous studies 

demonstrating a direct association of OSM to 

gp130 but not to OSMR alone (10, 30, 31). 

As IL-31 bound OSMR-L-GPL, we next 

analyzed the ability of the fusion protein to 

antagonize functional activities of IL-31. 

OSMR-L-GPL neutralizes IL-31 signaling  

We previously reported that interaction of IL-31 

with its membrane complex receptor on the 

glioblastoma cell line Go-G-UVM induced the 

recruitment of the following signaling pathways: 

Jak1, Jak2, STAT1,-3,-5, Pi3 kinase/AKT and 

MAP kinase (16). We therefore studied the 

ability of OSMR-L-GPL to neutralize the 

biological activity of IL-31. To this end, we 

measured the phosphorylation level of STAT1, 

STAT3, and MAPK in Go-G-UVM in response 

to IL-31 or IL-31 plus OSMR-L-GPL. Addition 

of 50 ng/ml IL-31 or OSM induced a robust 

tyrosine phosphorylation of studied signaling 



5

proteins (Figure 4A, lanes 2 and 3). Activation 

of the STATs and the MAP kinases induced by 

IL-31 were entirely abrogated when the fusion 

protein OSMR-L-GPL was added (Figure 4A, 

lanes 3 and 5). As expected, OSM induced 

phosphorylation of the signaling molecules even 

in the presence of the soluble chimeric receptor 

(lanes 2 and 4). These findings indicate that 

OSMR-L-GPL was able to specifically 

antagonize IL-31 activity in signaling 

experiments. 

The effect of OSMR-L-GPL on STAT3 

transcriptional activity in response to IL-31 was 

analyzed in the same cell line (Figure 4B). Go-

G-UVM cells were transfected with a reporter 

construct containing three STAT3 consensus 

binding sites located upstream of a thymidine 

kinase minimal promoter (28). After a 48h 

culture period, cells were stimulated for an 

additional 16 h with IL-31, OSM and the fusion 

protein. Luciferase transcription, which was 

induced by both cytokines, was specifically 

neutralized when IL-31 was added to the cells in 

combination with OSMR-L-GPL. 

We subsequently performed a dose response 

analysis of OSMR-L-GPL using the same cells. 

Several cytokine/fusion protein ratios were 

tested, as indicated in figure 4C. Interestingly, an 

equimolar ratio of IL-31 and OSMR-L-GPL was 

sufficient to fully neutralize IL-31 activity. As 

expected, OSMR-L-GPL failed to block OSM 

activity. 

OSMR-L-GPL is a potent IL-31 antagonist in 
cell proliferation assays 

We then studied the ability of the fusion protein 

to antagonize IL-31 in a proliferation assay using 

the murine Ba/F3 cell line transfected with 

gp130, OSMR and GPL. This cell line 

proliferates in response to IL-31 or OSM (16). 

Increasing concentrations of OSMR-L-GPL 

were added to fixed amounts of IL-31 or OSM 

(2.2 ng/ml and 0.2 ng/ml respectively, 

corresponding to concentrations leading to a 

50% of maximum signal in the assay), and then 

a tritiated thymidine incorporation was carried 

out. OSMR-L-GPL neutralized the activity of 

IL-31 in a dose-dependent manner. Half 

inhibition was observed for a concentration of 

100 ng/ml corresponding to an 8-fold molar 

excess fusion protein compared to IL-31 (figure 

5). In contrast, OSMR-L-GPL had no significant 

effect on OSM-induced cell proliferation, 

underlining the specificity of the response to IL-

31.  

OSMR-L-GPL suppresses gene induction and 
cell differentiation upon stimulation with IL-31 

A second functional assay was developed to 

assess the specificity of the OSMR-L-GPL 

neutralizing effect. This functional assay was 

based on the cytostatic activity of OSM towards 

tumoral cell lines (32,33). Similarly to OSM, we 

observed that addition of IL-31 to glioblastoma-

derived cell lines led to an inhibition of cell 

proliferation and an accumulation of the cells in 

the Go phase (C. Diveu, unpublished 

observation). IL-31 addition to the Go-G-UVM 

culture led to a profound inhibition of cell 

proliferation that was reversed in the presence of 

OSMR-L-GPL (Figure 6). Similar to that 

observed in the above experiments, the fusion 

protein failed to neutralize OSM activity in the 

Go-G-UVM cells. In addition to their anti-

proliferative effects, OSM and IL-31 also 

induced morphological modifications of the 

studied cell line. In the absence of cytokines, 

Go-G-UVM cells presented an elongated 

appearance with cytoplasmic extensions and 

inter-cellular contacts. After a 5-day cytokine 

exposure, Go-G-UVM cells underwent 

morphological changes and became rounder and  

the cellular extensions wore off. Addition of the 

fusion protein to the cultures prevented the 

morphological changes observed in the presence 

of IL-31 (Figure 6B). 

We then studied some of the proinflammatory 

genes induced by IL-31. These genes have been 

identified from a screening array experiment (L. 

Preisser, unpublished data) and we tested the 

ability of OSMR-L-GPL to modulate their 

expressions in response to IL-31 or OSM in the 

Go-G-UVM cells (Figure 7). Interestingly, the 

proinflammatory gene signature (IL-6, OSMR, 

VEGF-A, CXCL16) was induced by both OSM 

and IL-31. Thus, the OSMR-L-GPL fusion 

protein specifically reversed the IL-31 effect on 

gene transcription. 

Neutralization of IL-31 activity by OSMR-L-GPL 

in human epidermal keratinocytes 
We recently reported that OSM is a potent 

keratinocyte activator and plays an important 

role in cutaneous inflammatory responses (34). 

Moreover, IL-31 induced release of chemokines 

by human epidermal keratinocytes, and after IL-

31 intradermal injection, a neutrophil infiltration

as well as a thickening of epidermis were 

observed (1). Given these observations, we 

studied the neutralizating potential of OSMR-L-
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GPL in primary cultures of human keratinocytes. 

Both IL-31 and OSM induced STAT-3 

recruitment. However, the fusion protein 

inhibited STAT-3 phosphorylation induced by 

IL-31, but not by OSM (Figure 8). 

DISCUSSION

Recent studies indicate that IL-31 is a key 

trigger of atopic dermatitis and possibly other 

allergic diseases such as asthma (1-5). An agent 

that neutralizes IL-31 may have a therapeutic 

role in these diseases. 

In the present study, we developed an 

approach to neutralize IL-31 by fusing the 

extracellular portions of its two receptor chains. 

The first five extracellular modules of OSM 

receptor, composed of a half CBD followed by 

an Ig-like domain and a second complete CBD, 

were associated to GPL/IL-31R CBD. We had  

previously observed that the CBD of GPL was 

involved in direct binding of IL-31, through a 

site II motif ( Diveu C. et al. in preparation and 

16). Conversely, IL-31 interaction with the 

OSMR chain was based on contact between the 

site III of the cytokine and the Ig-like domain of 

OSMR (24). 

Obtained results indicate that OSMR-L-GPL 

is a potent inhibitor for IL-31 functional 

responses. The amount of IL-31 required to 

obtain a half-maximal response in an in vitro

assay is usually of 5 to 10 pM (1,16). Here, we 

show that a 1-10-fold molar excess of OSMR-

GPL is sufficient to fully neutralize IL-31 

responses in different assays. This finding 

suggests that the affinity of the fusion protein for 

its ligand is in the 100 pM range. This result 

needs to be further assessed in additional binding 

studies by measuring the affinity of IL-31 for its 

antagonist. 

OSMR is also engaged in the formation of a 

second cytokine receptor by heterodimerizing 

with gp130 in the presence of OSM (9,10). We 

previously reported that OSM first binds to the 

CBD of gp130 (site II) and then to the Ig-like 

domain of OSMR (site III) (31,35). OSM 

displays numerous functional properties, such as 

cytostatic activities towards solid tumor-derived 

cell lines, proliferation as well as activation of 

endothelial cells, induction of acute phase 

protein synthesis by liver and induction of pro-

inflammatory responses in in vivo models. 

Strikingly, inactivation of OSMR in the mouse 

led to a nearly normal phenotype with only a 

slight decrease in platelet number (36), 

suggesting that this pathway is more likely 

recruited in pathological situations rather than in 

healthy animals. In the present work, we 

particularly focused on the functional properties 

of OSMR-L-GPL using human cells that were 

sensitive to both IL-31 and OSM. This focus 

allowed us to precisely determine the specificity 

of the developed fusion protein. In all tested 

systems OSMR-L-GPL only neutralizes IL-31 

without affecting its neighboring cytokine, 

OSM. 

IL-31 and OSM belong to a larger family of 

cytokines that encompasses IL-6, IL-11, CNTF, 

cardiotrophin-1, cardiotrophin-like cytokine, 

neuropoietin, LIF and IL-27 (37). These 

cytokines contact their receptors through 

different binding sites referred to as sites I, II 

and III. These mediators can be subdivided in 

two subgroups: those recruiting three receptor 

components via sites I, II and III, and a second 

subgroup (IL-31, OSM, LIF), requiring the 

involvement of only two receptor subunits 

recognized through interactions with the site II 

and III. A recent report described the possibility 

of neutralizing the LIF response by using a 

mouse construction inhibiting interactions 

between the receptor subunits and site II and III 

of the cytokine (38). Our findings extend this 

approach to the human IL-31 receptor and 

emphasizes the specificity of the observed 

neutralizing response.  

Interestingly, we also found that IL-31 

displays cytostatic activity towards glioblastoma 

cell lines, similar to OSM. IL-31 inhibits the 

proliferation of these cells, induces 

morphological modifications (cells became 

rounder and lost their cytoplasmic extensions), 

and increases the transcription of 

proinflammatory genes. Interestingly, OSMR-L-

GPL also reversed these properties of IL-31 on 

glioblastoma-derived cells. 

Up to now the main functional activities or 

deleterious activities of IL-31 were observed in 

skin models and skin pathologies (1,2,4). 

Overexpression of IL-31 or its subcutaneaous 

injection in mice led to increased scratching 

behavior and a development of severe dermatitis. 

In line with these observations, IL-31 was 

increased in an animal model of atopic 

dermatitis (NC/Nga mice) and in patients 

suffering from atopic dermatitis (3-5). Recently, 

an IL-31 single nucleotid polymorphism was 

associated with this pathology (39). Here, we 

show that OSMR-L-GPL was also able to 
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neutralize IL-31 mediated signaling in primary 

cultures of human keratinocytes.  

Additional work will be required to develop a 

murine IL-31 antagonist based on a similar 

approach and to validate its ability to neutralize 

IL-31 in animal models of skin diseases. The 

present work and further studies will contribute 

to the design of new approaches to treat 

cutaneous pathologies. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Schematic presentations of the IL-31 receptor and of the OSMR-L-GPL fusion 
protein. A. Schematic representations of the modular structure of IL-31 receptor components: OSMR 

and GPL, and of the fusion protein OSMR-L-GPL. The fusion protein contained the CBDs and the Ig-

like domain of OSMR bound to the CBD of GPL. The linker consisted of a short flexible fragment of 

the extracellular proximal part of the IL-6Rα chain. CBD, Cytokine Binding Domain; Ig-like, 

Immunoglobulin like; Fn III, Fibronectin III. B. Schematic representation of the fusion protein OSMR-

L-GPL. Numbers refer to the amino acid positions in the fusion protein. SP, Signal Peptide.   

Figure 2. Detection and biochemical analysis of OSMR-L-GPL. A. OSMR-L-GPL purified from a 

Ni+ agarose column was analysed by SDS-PAGE. The gel was silver stained and western-blotting 

analysis performed using a monoclonal anti-V5 tag antibody. WB, Western-Blot. B-C. Cos-M6 cells 

were transfected with the mock vector or the vector-encoding OSMR-L-GPL. B. Cell supernatants 

were immunoprecipitated with an isotype control monoclonal antibody (IgG1, 5 µg/ml) or with a 

monoclonal anti-OSMR antibody (AN-V2, 5 µg/ml). Immunorevelation was performed using an anti-

GPL polyclonal antibody (T3C15, 1 µg/ml). IP, immunoprecipitation; WB, Western-blot. C. Cell 

supernatants were treated for 12 h at 37°C in the presence or not of 1 unit of N-glycosidase-F (N-

glyco-F). Immunorevelation was performed using the monoclonal anti-V5 tag antibody. 

Figure 3. Binding analysis of OSMR-L-GPL. Cytokines fused to the IgG1 Fc fragment (50 ng/ml) 

were incubated in the presence of 600 ng/ml OSMR-L-GPL for 16 h at 4°C before a pull-down with 

protein A beads. The IL-31/OSMR-L-GPL association was detected using a monoclonal anti-V5 

antibody coupled to peroxidase. An anti-IgG1 polyclonal antibody coupled to peroxidase was used to 

control the cytokines-Fc loading. IP, Immunoprecipitation; WB, Western-Blot.  

Figure 4. OSMR-L-GPL neutralized IL-31 signaling. A. 50 ng/ml of OSM or IL-31 were pre-

incubated with 600 ng/ml purified OSMR-L-GPL, or with an equivalent volume of PBS, for 2 h at 

37°C. Mixed reagents were added to the Go-G-UVM glioblastoma cell line for 10 min at 37°C. The 

STAT-1, STAT-3 and MAPK phosphorylation levels were determined by western-blot analyses using 

antibodies directed against the active forms of signaling proteins. The blots were stripped and then 

reblotted with the appropriate antibody recognizing all protein forms. STAT, Signal Transducer and 

Activator of Transcription; MAPK, Mitogen Activated Protein Kinase. B. Go-G-UVM cells were 

transfected with a SIEM-Luc construct in order to analyze STAT3 transcriptional activity in response 

to studied cytokines. 100 ng/ml of OSM or IL-31 were mixed with a 10-fold molar excess OSMR-L-

GPL or with an equivalent volume of PBS as control. After a 2 h incubation, the proteins were added 

to Go-G-UVM cells for a 12 h culture period at 37°C. The STAT3 activation level was measured by 

using a Packard Topcount luminometer (Meriden, CT). C. Following a contact of 50 ng/ml OSM or 

IL-31 with increasing concentrations of purified OSMR-L-GPL (21, 43, 85 and 171 ng/ml) for 2 h at 

37°C, the Go-G-UVM cell line was activated for 10 min at 37°C. The STAT-3 tyrosine 

phosphorylation levels were determined by western-blot analysis. The blot was then stripped and 

restained with an antibody recognizing both activated and non-activated forms of STAT-3. 

Figure 5. OSMR-L-GPL neutralized the IL-31-induced proliferation of Ba/F3 cells. Ba/F3 cells 

stably transfected with OSM and IL-31 receptor components were cultured in triplicate with 2-fold 

dilutions of purified OSMR-L-GPL, or an equivalent volume of PBS, and fixed amounts of OSM (0.2 

ng/ml) or IL-31 (2.2 ng/ml). After a 48h culture period a 
3
H thymidine pulse was carried out for 4 

hours, and amount of incorporated radioactivity was determined. 
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Figure 6. OSMR-L-GPL reversed cell differentiation and cytostatic effects of IL-31. A. Go-G-

UVM cells were cultured in triplicates with 2-fold dilutions of purified OSMR-L-GPL or with an 

equivalent volume of PBS, and with IL-31 or OSM at a concentration of 15 ng/ml. After a 5-day 

culture period a 
3
H thymidine pulse was carried out and the incorporated radioactivity determined. B. 

Phase contrast micrographs of Go-G-UVM cells after a 5-day culture period in the presence of purified 

OSMR-L-GPL or PBS, and with or without 15 ng/ml of indicated cytokines. 

Figure 7. Reverse effects of OSMR-L-GPL on IL-31 induced gene transcription. 50 ng/ml OSM 

or IL-31 were mixed with 600 ng/ml purified OSMR-L-GPL or with an equivalent volume of PBS. 

After a 2 h contact at 37°C, proteins were added to Go-G-UVM cell cultures for 6 h. After RNA 

extraction and cDNA synthesis, quantitative RT-PCR analyses of IL-6, OSMR, VEGF-A, CXCL-16 

and SOCS3 gene expression were carried out. 

Figure 8. OSMR-L-GPL neutralized IL-31 activation in human epidermal keratinocytes. 50 

ng/ml OSM or IL-31 were mixed with 600 ng/ml purified OSMR-L-GPL or with an equivalent 

volume of PBS for 2 h at 37°C, before being added to primary cultures of human keratinocytes for 10 

min at 37°C. Phospho-STAT-3 and STAT-3 protein levels were measured by western-blot analyses.  
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Article 3

Molecular cloning and characterization of rat interleukin-31 

Venereau E., Ravon E., Grimaud L., Barbier F., Rousseau F., Preisser L., Moreau MF., 

Chappard D. and Gascan H. 

Manuscrit en préparation 

1. Identification et clonage de l’IL-31 de rat

 Les séquences de l’IL-31 ont été identifiées dans différentes espèces telles que la 

souris ou l’homme. En se basant sur l’identification de ces protéines, nous avons réalisé un 

alignement multiple entre ces séquences et le génome de rat (Figure 1). Nous avons ainsi 

prédit une séquence codant pour l’IL-31 chez le rat. Par des analyses bioinformatiques, nous 

avons également déterminé la localisation du peptide signal et des quatre hélices α. Afin 

d’étudier la conservation de l’IL-31 entre les espèces, nous avons calculé le pourcentage 

d’identité entre les différentes séquences. Ainsi, nous avons observé que cette protéine n’est 

pas très conservée entre les espèces puisque les taux d’identité sont de l’ordre de 20 à 30% 

sauf entre le rat et la souris où ce taux a été estimé à 64%. 

 Afin d’étudier la distribution tissulaire de l’IL-31 chez le rat, nous avons construit une 

banque d’ADNc de tissus. Nous avons ensuite réalisé des PCR quantitatives à partir de cette 

banque. L’expression de l’IL-31 n’est pas ubiquitaire, elle est restreinte à quelques tissus tels 

que le cerveau, le cervelet, la rate, les intestins, les ganglions inguinaux, le thymus, le colon et 

la vessie. De façon similaire à l’homme, l’expression d’IL-31 la plus élevée chez le rat est 

observée dans les testicules. Nous avons donc cloné la cytokine à partir de ce tissu grâce à des 

amorces déterminées à partir de la séquence prédite par les données bioinformatiques. Nous 

avons cloné la séquence codant pour l’IL-31 dans un vecteur d’expression permettant 

d’ajouter deux étiquettes (V5 et His) afin de faciliter la détection et la purification de la 

protéine. Nous avons ensuite produit la cytokine en système eucaryote en transfectant des 

cellules HEK 293. Après une étape de chromatographie d’échange d’anions, nous avons 

purifié la protéine par affinité grâce à son étiquette His. Nous avons ensuite réalisé un gel 

d’argent afin de contrôler la pureté de la protéine produite (Figure 3A). L’IL-31 de rat 

présente une masse moléculaire apparente de 28kDa. Elle est produite en système eucaryote et 

par conséquent, elle est glycosylée. La protéine déglycosylée présente une masse moléculaire 
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apparente de 20kDa (Figure 3B). Ces résultats confirment la prédiction, réalisée à partir du 

site NetNGlyc 1.0, de trois sites de N-glycosylation sur la cytokine. 

2. Recherche de cellules cibles pour l’IL-31 de rat

 Afin de tester la fonctionnalité de la cytokine, nous avons alors recherché des cellules 

exprimant le récepteur de l’IL-31 et par conséquent, pouvant représenter des cibles pour cette 

cytokine. Dans un premier temps, nous avons étudié la distribution tissulaire des deux chaînes 

réceptrices de l’IL-31 : OSMR et GPL. Cette étude a été réalisée par PCR quantitative sur la 

banque d’ADNc de tissus préalablement générée (Figure 4). Nous avons ainsi observé une 

distribution ubiquitaire de la chaîne réceptrice OSMR. Les expressions les plus élevées sont 

retrouvées dans la rate, les poumons, les ganglions, les plaques de Peyer et la prostate. En ce 

qui concerne GPL, son expression est plus restreinte et beaucoup moins élevée que celle 

d’OSMR. En effet, GPL est 20 fois moins exprimé en moyenne. Cependant, une expression 

élevée de GPL est observée dans la peau, ce qui suggère que cette cytokine présente un 

tropisme cutané de façon similaire à ses homologues humain et murin. 

 Dans un deuxième temps, nous avons réalisé un criblage par PCR afin de déterminer 

les lignées cellulaires exprimant le récepteur de l’IL-31 (Figure 5). Nous disposons de lignées 

cellulaires de rat dérivées de gliomes ou glioblastomes, de lymphomes, d’hépatomes, 

d’ostéosarcomes ou de carcinomes. De façon similaire à ce que nous avons observé dans les 

tissus, l’expression de l’OSMR est ubiquitaire contrairement à celle de GPL. En effet, 10 

types cellulaires sur 12 expriment l’OSMR alors que seulement deux lignées expriment GPL. 

La première lignée identifiée, appelée Mat Ly Lu, est dérivée d’un carcinome prostatique. 

Cette observation concorde avec les résultats de l’étude tissulaire dans laquelle nous avons 

observé une expression particulièrement élevée de l’OSMR mais également de GPL dans la 

prostate. Concernant la seconde lignée identifiée, il s’agit de la lignée Walker et dérivée d’un 

carcinosarcome épithélial mammaire. 

 Dans une étude précédente, nous avons démontré que l’expression de GPL chez 

l’homme est modulable, notamment par l’IFNγ. Afin d’augmenter l’expression de GPL et de 

potentialiser l’activité de l’IL-31, nous avons traité les cellules Mat Ly Lu et Walker avec de 

l’IFNγ pendant 12 heures. L’expression des deux chaînes réceptrices a été déterminée par 

PCR quantitative : l’IFNγ induit l’expression de GPL mais également celle de l’OSMR 

(Figures 6A et 6B). 
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3. Activités biologiques de l’IL-31 de rat

 Dans un premier temps, nous avons étudié les voies de signalisation, activées par l’IL-

31, afin de tester la fonctionnalité de la cytokine produite. Dans une étude précédente, nous 

avons démontré que l’IL-31 induisait l’activation de différentes voies de signalisation : 

STAT, MAPK et PI3K/Akt. Nous avons donc étudié la phosphorylation de STAT1 et de 

STAT3 en réponse à l’IL-31 dans la lignée Mat Ly Lu traitée avec de l’IFNγ (Figure 7A et B). 

Ainsi, l’IL-31 de rat est capable d’induire la phosphorylation de ces facteurs de transcription, 

et donc de recruter la voie des STATs dans cette lignée. L’OSM murine induit également la 

phosphorylation de STAT1 et de STAT3. Des résultats similaires ont été observées dans la 

lignée Walker avec l’activation de STAT3 et des MAPKs en réponse à l’IL-31 de rat et 

également à l’OSM murine. Cette dernière peut donc agir sur les cellules murines mais 

également sur les cellules de rat. C’est aussi le cas pour l’OSM humaine qui agit sur les 

cellules humaines, par l’intermédiaire des récepteurs de type I et II, et sur les cellules murines 

par l’intermédiaire du récepteur de type I. Cette cytokine n’est donc pas particulièrement 

spécifique d’espèce. A l’inverse, l’IL-31 murine n’est pas capable de recruter la voie des 

STATs ou des MAPK dans les cellules de rat. De façon similaire, nous avons déjà observé 

que la cytokine humaine agit seulement sur les cellules humaines et pas sur les cellules 

murines, et inversement. Contrairement à l’OSM, l’IL-31 est donc une cytokine présentant 

une forte spécificité d’espèce. Cette particularité peut s’expliquer en partie par la faible 

conservation de la séquence protéique entre les espèces, préalablement observée lors des 

analyses bioinformatiques. 

 Cette étude nous a permis d’identifier et de cloner l’IL-31 chez le rat. Nous disposons 

ainsi d’un nouveau modèle d’étude in vivo de cette cytokine. De plus, l’analyse de la 

distribution tissulaire de l’IL-31 et de son récepteur nous laisse penser que cette cytokine 

présente un tropisme cutané chez le rat, de façon similaire à ses homologues humain et murin. 
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Interleukin-31 (IL-31) is a recently described T cell derived cytokine, mainly produced 

by T helper type 2 cells and related to the cytokines of IL-6 family according to its structure 

and its receptor. Indeed, IL-31 is a four-helix bundle cytokine comprising two long cross-over 

loops and one short loop. Its heterodimeric receptor is composed of a gp130-like receptor 

(GPL) associated with an oncostatin M receptor (OSMR). A link between IL-31 and atopic 

dermatitis was shown by studying the phenotype of IL-31 transgenic mice and IL-31 gene 

haplotypes in patients suffering from dermatitis. Following the identification of human and 

murine IL-31, we report in the present work the identification and the molecular cloning of rat 

IL-31. We identified rat IL-31 predicted sequence by bioinformatic analysis. We have 

generated rat tissue library in order to study tissue expression of IL-31 and its receptor in rat. 

Moreover, we studied the biological activities of the purified protein by cell signalling 

pathways analyses. Rat IL-31 seems to present a skin tropism similarly to its human and 

murine counterparts. 
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Introduction 

Cytokines comprise a large family of secreted proteins that regulate diverse cellular 

programs (proliferation, survival and maturation) and are essential for the development and 

function of the immune, hematopoietic and nervous systems. According to their structure and 

their receptor, cytokines are classified in several families. Cytokines of the IL-6 family are 

multifunctional proteins involved in a variety of biological responses, including immune 

responses, inflammation, neural development and hematopoiesis. This family of cytokines 

belongs to the long-chain, four helix bundle class and includes IL-6, viral IL-6, leukemia 

inhibitory factor (LIF), oncostatin M (OSM), interleukin-11 (IL-11), interleukin-27 (IL-27), 

ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin like cytokine (CLC) 

and neuropoietin (NP). 

Interleukin-31 (IL-31) is a recently identified cytokine related to the cytokines of IL-6 

family according to its structure and its receptor (1). Indeed, IL-31 is a four-helix bundle 

cytokine comprising two long cross-over loops and one short loop. It signals through a 

heterodimeric receptor composed of gp130-like receptor (GPL)/IL-31RA and oncostatin M 

receptor (OSMR). GPL was recently cloned as a member of the type I cytokine receptor family 

and its name reflects its close relationship to gp130, the shared receptor subunit of the IL-6-

type cytokines. Both receptor genes are located in tandem on chromosome 5 (2, 3). GPL 

displays common structural motifs with the family of type I cytokine receptors, i.e. the 

cytokine-binding domain (CBD) with two pairs of conserved cysteine residues and a WSXWS 

motif in the extracellular region. IL-31 binds GPL before recruiting OSMR to form the high 

affinity receptor. In the other hand, OSMR can also heterodimerize with gp130, when recruited 

by OSM, to form a functional type II OSM receptor, whereas type I OSM receptor consists of 

the low affinity chain LIFR associated with gp130 (4).  



First observations reported high expression levels of GPL in tissues involved in 

reproduction, in the myelo-monocytic lineage, in spleen, thymus, lung, skin and trachea (2, 3). 

In addition OSMR is also expressed in most of these tissues (4). The binding of IL-31 to its 

receptor leads to an intracellular activation via recruitment of Jak1, Jak2, STAT-1, STAT-3, 

STAT-5 signaling pathways, as well as the Pi3-kinase/Akt cascade. SHP-2 and Shc adapter 

molecules are also recruited and contribute to an increased activation of the MAP kinase 

pathway in response to IL-31 (5-7). 

Dillon et al. (2004) reported that mice treated with intradermal injection of IL-31 or 

transgenic mice overexpressing IL-31 presented increased scratch behavior and developed 

severe dermatitis (1). An association of IL-31 with atopic dermatitis was evidenced with the 

IL-31 transgenic mice phenotype that mimics the human pathology. Moreover, it was 

underlined that IL-31 is expressed in the skin of an animal model of atopic dermatitis (NC/Nga 

mice) (8). These mice develop dermatitis when they are raised under conventional conditions, 

but not so under specific pathogen-free conditions. IL-31 expression is increased before the 

appareance of dermatitis. This observation suggests that IL-31-induced excessive scratching 

behavior might be the important factor leading to dermatitis in NC/Nga mice (9).  

Sonkoly and his collaborators have evidenced the involvement of IL-31 in atopic skin 

inflammation (10). IL-31 is significantly overexpressed in pruritic atopic compared with 

nonpruritic psoriatic skin inflammation. Moreover, atopic individuals have an increased 

tendency to produce higher levels of IL-31 in response to external trigger factors, which may 

contribute to the development of pruritus. Circulating CLA+ T cells produce IL-31 after 

activation and CLA+ skin-homing T cells located in the epidermis of patients with atopic 

dermatitis express IL-31 mRNA (11). So, IL-31 might contribute to the development of atopic 

dermatitis-induced skin inflammation and pruritus. 



Following the identification of human and murine IL-31, we report in the present work 

the identification and the molecular cloning of rat IL-31. We have generated rat tissue library 

in order to study the tissue distribution of IL-31 and its receptor in rat. Moreover, we studied 

the biological activities of the purified protein by cell signalling pathways analyses. We also 

suggest that rat IL-31 presents a skin tropism similarly to its human and murine counterparts. 



Materials and methods 

Cells and reagents

Cell lines were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum 

(FCS). Rat epidermal keratinocytes were purchased from Cell Applications (San Diego,CA) 

and were cultured in rat REK growth medium (Cell Applications). Antibody raised against 

phospho-STAT3, phospho-STAT1 and phospho-MAPK were purchased from Upstate 

Biotechnology (Lake Placid, NY) and anti-STAT3, anti-STAT1 and anti-MAPK antibodies 

were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The anti-V5 antibody was purchased 

from Invitrogen (Carlsbad, CA). Anti-mouse and anti-rabbit peroxidase labeled 

immunoglobulins were from Clinisciences (Montrouge, France). Murine recombinant OSM 

was purchased from R&D systems (Oxon, UK). Murine recombinant IL-31 was produced in 

the laboratory. 

Gene analysis 

The multiple alignment of IL-31 orthologous sequences was made using ClustalW and 

manually refined. The signal peptide was identified by SignalIP. Determination of the N-

glycosylation site occupation was carried out using NetNGlyc 1.0 Prediction site. The identity 

and similarity rates were computed using GeneDoc. 

Cloning of rat IL-31 

Total RNA from rat testis was extracted by the TRIzol method according to the manufacter’s 

instructions (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). 2µg of testis RNAs were subjected to cDNA 

synthesis using the superscript II reverse transcriptase (Invitrogen) and random hexamer 

primers (GE Healthcare, Orsay, France). 2µL of total cDNA were amplified with the Platinium 



Pfx DNA polymerase (Invitrogen) using 10nM of rat IL-31 sense primer 

(CACCATGATCTTCTACACAGGACCG) and anti-sense primer 

(TGAGCATATATTGTCTTTAGCCTGCAC). PCR product was cloned into the pcDNA 3.1 

D/TOPO V5-His mammalian expression vector (Invitrogen). The integrity of the construct was 

verified by DNA sequencing using an automatic DNA sequencer (Beckman Coulter, Fullerton, 

CA). 

Construction of a rat tissue library and RT-PCR analyses 

Total RNA was extracted from freshly isolated rat tissues by the TRIzol method. cDNA was 

synthesized from 2µg of total RNA using random hexamer primers and MMLV reverse 

transcriptase. 2µL of total cDNA were amplified by PCR using the following primers: for GPL 

(sense primer: CCTGCTGAAAGTAGTTTAGC and anti-sense primer: 

GATTTCTCCCTTGCTGTACTCTGG), for OSMR (sense primer: 

TCAAAAGTGCTTGAGGAACC and anti-sense primer: GGATGAACTCTGTGGGTCAG), 

for IL-31 (sense primer: GCCATCTGCAGCTCCTCCTTTG and anti-sense primer: 

CTGCCATGCAGTCTGAGAACTTC) and for GAPDH (sense primer: 

ACCACAGTCCATGCCATCAC and anti-sense primer: TCCACCACCCTGTTGCTGTA). 

Protein expression and purification 

The HEK 293 cell line was stably transfected with murine or rat IL-31-V5-His pcDNA 3.1 

D/TOPO plasmid using the Exgen transfection reagent (Euromedex, Souffelweyersheim, 

France). Cell supernatants were cleared by centrifugation and stored at -20°C until used. They 

were submitted to an anion exchange column (GE Healthcare, Orsay, France) before an affinity 

purification step using a Ni2+ sepharose column for chromatography (GE Healthcare, Orsay, 



France). Purified fractions were dialysed against Phosphate Buffer Saline (PBS) and then 

submitted to SDS/PAGE silver staining and western-blotting analyses. 

Phosphorylation and western-blot analyses 

Cells were seeded in 24-well plates and were activated for 10 min with indicated cytokines. 

Cells were lysed in SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 50 

mM DTT, 0.1% bromophenol blue), sonicated and then submitted to SDS-PAGE and 

transferred onto Immobilon membrane. The membranes were subsequently incubated 

overnight with the primary antibody, before being incubated with the appropriate peroxidase-

labeled secondary antibody for 60 min. The reaction was visualized by chemiluminescence 

according to the manufacturer’s instructions (GE Healthcare, Orsay, France). Membranes were 

stripped overnight at 4°C in glycine buffer (0.1 M/pH 2.8) before being re-blotted. 

Rat IL-31 was suspended in sample buffer (1% SDS, 1% glycerol, 0,1% bromophenol blue, 

125 mM Tris-HCl pH 6.8, 2-β mercapto-ethanol) and then submitted to western-blotting 

analyses with anti-V5 antibody as describe above.  

Endoglycosidase treatment 

Rat IL-31 was diluted in 1% Brij 96 lysis buffer and treated with 25 units/ml of N-glycosidase-

F (Roche, Mannheim, Germany) for 12 h at 37°C before anti-V5 western-blot analyses. 

Quantitative-PCR 

Total RNA was extracted using RNeasy micro kit (Qiagen), according to the manufacturer’s 

protocol. RNA was reversed transcribed into cDNA using random hexamers primers and 

Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Primers were designed using 

Primer3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer38www.cgi). PCR 



amplifications reactions were carried out in duplicate with iQ-SYBR Green Supermix (Bio-

Rad) in a 15µl reaction volume containing 200 nM primers and 5 ng cDNA, and using a 

Chromo4™ System (Bio-Rad). Thermal cycling was initiated with a 3 min incubation at 95°C 

followed by 40 cycles of 95 °C for 10 s, 55 °C for 15 s and 72°C for 15s. For quantification the 

∆Ct method was retained, and GAPDH gene used for normalization as described previously 

(12).



Results 

Identification of rat IL-31 sequence and analysis of its tissue distribution by quantitative PCR 

A multiple alignment was performed using murine, rabbit and human IL-31 sequences in order 

to identify rat IL-31 sequence (Figure 1A). The cDNA encoded a 159-amino acid precursor 

and a predicted mature polypeptide of 135 amino acids containing the four helical bundles. 

Indeed, the signal peptide, identified by SignalIP, consists of the 23 first aminoacids. Three N-

glycosylation sites were predicted as potentially occupied in rat IL-31 according to the 

NetNGlyc 1.0 prediction site. This was confirmed by an enzymatic treatment of the protein as 

presented below in the report (Figure 2B). Computer analysis revealed that rat IL-31 displays 

high identity rate with the murine sequence but low identity rates with rabbit and human 

sequences (Figure 1B). 

To study rat IL-31 tissue distribution, we constructed a tissue library. In order to compare rat 

IL-31 expression in all these tissues, we performed quantitative PCR with IL-31 specific 

primers. The expression of this cytokine is very restricted to few tissues like brain, cerebellum, 

spleen, bowel, inguinal ganglion, thymus, colon and bladder (Figure 2). Similarly to the human 

and murine cytokines, the highest expression of rat IL-31 is observed in testis (1). Thus, we 

used ADNc from this tissu in order to perform molecular cloning of IL-31. 

Cloning and expression of rat IL-31 

Bioinformatic analyses allowed identification of rat IL-31 predicted sequence and 

consequently, we designed primers to amplify rat IL-31 cDNA from this predicted sequence. 

We amplified cDNA coding for the cytokine from testis cDNA. We cloned the PCR product 

into the mammalian expression vector pcDNA3.1 TOPO V5-His. This vector allows 



mammalian expression of the protein. V5 and His tag epitopes were added at the C-terminus of 

the protein allowing its affinity purification and western-blotting detection. 

To produce the protein, the corresponding cDNA was stably transfected in the HEK 293 cell 

line. Culture supernatants were collected and cleared by centrifugation before a concentration 

step by an anion exchange column. Rat IL-31 was affinity purified on a Ni
2+

 column, and 

purified fractions were then submitted to SDS-PAGE before silver staining and western-

blotting analyses. Figure 3A shows that the cytokine displays a molecular weight of 28 kDa 

corresponding, after subtracting molecular weight tags, to a mature protein of 23 kDa . 

Deglycosylation experiments were then carried out using N-glycosidase-F to remove N-linked 

polysaccharides from the protein backbone. A 8 kDa molecular weigh shift (28 kDa versus 20 

kDa) was observed (Figure 3B). This result is in agreement with the predicted occupancy of 

the N-glycosylation sites, using the NetNGlyc 1.0 Prediction site, which predicts 3 sites of N-

glycosylation. 

Rat IL-31 receptor expression in tissues and cell lines 

Similarly to the study of rat IL-31 expression, we performed quantitative PCR using OSMR or 

GPL specific primers to analyse tissue distribution of IL-31 receptor (Figure 4). Concerning 

OSMR, its expression is ubiquitous and the highest expressions are observed in spleen, lung, 

ganglions, Peyer patch and prostate. On the contrary, GPL expression is more restricted and 

less elevated. Indeed, we evaluated normalized quantity of each receptor chain and we 

observed that OSMR is on average 20-fold more expressed than GPL in tissues. Highest 

expressions of GPL are observed in spleen, kidney, ganglions and most of all in skin. This 

observation suggests that this protein presents a cutaneous tropism in a similar way to its 

human and murine couterparts. 



We next performed a screening by PCR, using specific primers of OSMR or GPL, on rat cell 

lines available in the laboratory in order to identify some IL-31-sensitive cells (figure 5). 

Similarly to the tissue distribution, OSMR expression is more ubiquitous compared to GPL 

expression which is very restricted. Indeed, only two cell lines express GPL while almost all 

the cells tested express OSMR. The first identified cell line, called Mat Ly Lu, is derived from 

a prostate carcinoma. This result confirm our observations in tissue distribution. Indeed, we 

observed expression of both receptor chains in prostate tissue. Concerning the second 

identified cell line, it is an epithelial mammary carcinosarcoma derived cell line called Walker.  

We previously reported that GPL/IL-31RA expression was strongly up regulated in the 

presence of IFNγ�� leading to increased IL-31 functional responses (2). IFNγ was added for 12h 

to Mat Ly Lu or Walker cells to increase IL-31 receptor expression. We performed quantitative 

PCR to determinate IFNγ�� factor induction on OSMR or GPL expression. As expected, IFNγ

treatment strongly increases GPL expression, and also OSMR expression, in the both cell lines 

(Figures 6A and 6B) . 

Rat IL-31 induces cell signalling pathways in Mat Ly Lu and Walker cell lines 

We previously reported that interaction of IL-31 with its membrane complex receptor induced 

the recruitment of the following signaling pathways: Jak1, Jak2, STAT1,-3,-5, Pi3 kinase/AKT 

and MAP kinase (6). We therefore studied the rat IL-31 biological activities on Mat Ly Lu and 

Walker cells by measuring the phosphorylation level of this signaling pathways, in particular 

STAT and MAPK pathways. We analysed STAT1 and STAT3 phosphorylations in response to 

rat IL-31 but also murine IL-31 (Figures 7A and 7B). As expected, rat IL-31 induces 

phosphorylation of both transcription factors whereas murine IL-31 has no effect on these 

signaling pathways. We performed similar experiments in the Walker cell line and we 

observed the same results concerning STAT3 (Figure 7C). However, this activation is weaker 



compared to that observed in Mat Ly Lu cells. Moreover, we also studied MAPK pathway in 

this cell line and we demonstrated activation of the proteins ERK1/2 by rat IL-31 in these cells 

(Figure 7D). Similarly to the results obtained in Mat Ly Lu cells, murine IL-31 has no effect on 

these cell signaling pathways in Walker cells. We also observed that human IL-31 has no effect 

on rat cells (data not shown) and we previously observed that human cytokine only binds on 

human cells and not murine cells, and conversely the murine cytokine only acts on murine 

cells. Thus, this cytokine seems to be very species specific contrary to other cytokines of the 

IL-6 family. 



Discussion 

 IL-31 is a recently identified molecule related to the cytokines of the IL-6 family. 

Recent studies indicate that IL-31 is a key trigger of atopic dermatitis and possibly other 

allergic diseases such as asthma (1, 8-11). Moreover, little is known about this cytokine and its 

activities, and up to day only murine and human proteins have been cloned and studied in 

biological experiments. 

 In the present work, we have identified and cloned the rat form of IL-31. A multiple 

alignment was performed using murine, rabbit, human and rat genomes in order to identify rat 

IL-31 sequence. The signal peptide sequence and the four α helix localisation have been 

determined by bioinformatic analyses. Computer analysis also revealed that rat IL-31 displays 

the highest identity rate with the murine sequence (64%) and only 30% of identity with the 

other species analysed. These rates are low in comparison to the same analyses performed with 

other cytokines of the IL-6 family, like for example the OSM, which shows 48% identity 

between the human and the murine sequences. These observations indicate that IL-31 seems to 

be a protein not very conserved. A previous study reports 31% of identity between murine and 

human IL-31 whereas our analysis shows 26% of identity (1). This difference can be explained 

by the fact that we performed our analysis from the precursor amino acid sequences, which 

contains the signal peptide, and not from the predicted mature polypeptides. 

 We previously reported that the interaction of IL-31 with its membrane complex 

receptor induces the recruitment of the following signaling pathways: Jak1, Jak2, STAT1,-3,-5, 

Pi3 kinase/AKT and MAP kinase (6). We identified two cell lines, Mat Ly Lu (mammary 

carcinoma cell line) and Walker (prostate carcinoma cell line), which express both IL-31 

receptor chains and to validate the biological activity of rat IL-31, we studied the cell 

signalling pathways in these both cell lines. We have demonstrated that rat IL-31 activates 



STAT and MAPK pathways in these two cell lines. Interestingly, murine IL-31 fails to recruit 

these signaling pathways and we also observed that human IL-31 has no effect on rat cells 

(data not shown). Moreover, we have previously observed that human cytokine only binds on 

human cells and not murine cells, and conversely the murine cytokine only acts on murine 

cells. Thus, this cytokine seems to be very species specific contrary to other cytokines of the 

IL-6 family. Indeed, human OSM can also acts on murine cells and, as we observed in our 

experiments, murine OSM can activate rat cells. This species specificity of IL-31 can be 

explained in part by the low conservation of IL-31 sequence between species. Structural 

analyses will be useful to determine IL-31 models in different species and to better understand 

this species specificity.  

 We have constructed a tissue library in order to analyse, by quantitative PCR, the tissue 

distribution of IL-31 and its receptor in rat. IL-31 expression is very restricted to some tissues, 

like brain, spleen, bowel, thymus or colon, and the highest expression was observed in testis as 

described in human. Previous studies report that IL-31 is a cytokine mainly produced by Th2 

cells in human and mouse (1, 11). It is noteworthy that this cell type has been linked to various 

atopic diseases. This characteristic of IL-31 is a first observation which correlate this cytokine 

with atopic dermatitis. Thus, it will be interesting to investigate which purified cell populations 

produce this cytokine in rat in order to determine if IL-31 is also mainly produced by Th2 cells 

in this species.  

 Next, we determined the expression pattern of both rat OSMR and GPL to help 

elucidate IL-31 target cell populations. We showed that OSMR expression was more 

ubiquitous and more elevated compared to GPL expression. Interestingly, we also observed a 

high level of GPL mRNA in skin as it was previously reported in human and mouse tissues (1, 

2). Thus, the tissue distribution of the receptor components is in favor of a skin tropism for rat 

IL-31. 



Up to now, the main functional activities or deleterious activities of IL-31 were observed in 

skin models and skin pathologies, such as atopic dermatitis (1, 8, 9). Overexpression of IL-31 

or its subcutaneous injection led to increased scratch behavior and a development of severe 

dermatitis. In line with these observations, IL-31 expression was also increased in an another 

animal model of atopic dermatitis (NC/Nga mice) and in patients suffering from this 

pathology. Recently, an IL-31 single nucleotid polymorphism was also associated to this 

disease (13). These studies confirm the skin tropism of this cytokine. Nervertheless, we did not 

observe IL-31 expression in skin. Thus, this cytokine may be produced by infiltrating cells, 

such as Th2 lymphocytes, and then exhibit its deleterious activities on skin cells. 

Normal Human Epidermal Keratinocytes (NHEK) have already been described as an IL-31 

target. Indeed, this cell type express both IL-31 receptor chains and IL-31 activates cell 

signaling pathways in these cells (Diveu C. et al., in preparation). Moreover, a release of 

chemotactic factors in response to IL-31 by NHEK was observed and suggests a role of this 

cytokine in inflammatory cell recruitment (1). Thus, experiments can be performed in rat 

epidermal keratinocytes in order to determine if these cells express IL-31 receptor chains and it 

will be very interesting to analyse rat IL-31 biological activities in this model to confirm its 

skin tropism in rat. Complementary experiments will be necessary to study the activities of IL-

31 on keratinocytes and more generally to the skin, in particular in vivo studies. This study will 

help to define new animal models to further analyse IL-31 involvement in skin diseases  nd 

potential other biological roles. 
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Figure 1. Identification and organization of rat IL-31 sequence. A. Alignment of 

predicted rat IL-31 sequence with murine, rabbit and human orthologous 

sequences. The signal peptide and the four helix are indicated on the figure. The 

alignment was done using ClustalW. *, the position of N-glycosylation sites. B.

Identity rates of IL-31 orthologues are expressed in percentages. Calculations were 

performed with a multiple sequence alignment built from ClustalW.
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Figure 2. Rat IL-31 tissue distribution analysed by quantitative PCR. 

Quantitative PCR was performed from rat cDNA tissues library using specific 

primers for rat IL-31.
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Figure 3. Detection and biochemical analysis of rat IL-31. A. SDS-PAGE 

analysis of rat IL-31, purified from a Ni2+ agarose column, by silver staining. B. Rat 

IL-31 was treated for 12 h at 37°C in the presence or not of 1 unit of N-glycosidase-

F. Immunorevelation was performed with the monoclonal anti-V5 tag antibody.



Figure 4. Rat IL-31 receptor tissue distribution analysed by quantitative PCR. 

Quantitative PCR were performed from rat cDNA tissues library using specific 

primers to amplify OSMR (black boxes) or GPL (white boxes) receptor chains.
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Figure 5. Screening of IL-31 receptor expressing cells. PCR were performed 

using specific primers to amplify OSMR or GPL in cell lines. +: presence of receptor 

chain, -: absence of receptor chain.

+

+

-

-

+

+

+

+

+

+

+

OSMRββββ

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

+

Glioma

Glioblastoma

Glioblastoma

Thymic lymphoma

Osteosarcoma

Osteosarcoma

Osteosarcoma

Hepatoma

Pheochromocytoma

Prostate carcinoma

Mammary carcinoma

C6

9L

F98

C58

OSRGA

ROS

UMR-106

H35

PC12

Mat Ly Lu

Walker

GPLCell linesName

+

+

-

-

+

+

+

+

+

+

+

OSMRββββ

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

+

Glioma

Glioblastoma

Glioblastoma

Thymic lymphoma

Osteosarcoma

Osteosarcoma

Osteosarcoma

Hepatoma

Pheochromocytoma

Prostate carcinoma

Mammary carcinoma

C6

9L

F98

C58

OSRGA

ROS

UMR-106

H35

PC12

Mat Ly Lu

Walker

GPLCell linesName



0

5

10

15

Control IFNγγγγ

A
rb

it
ra

ry
u

n
it

s

O
S

M
R

/G
A

P
D

H

0
5

10
15
20
25
30

Control IFNγγγγ
A

rb
it

ra
ry

u
n

it
s

G
P

L
/G

A
P

D
H

0

5

10

15

Control IFNγγγγ

A
rb

it
ra

ry
u

n
it

s

O
S

M
R

/G
A

P
D

H

0

5

10

15

Control IFNγγγγ

A
rb

it
ra

ry
u

n
it

s

O
S

M
R

/G
A

P
D

H

0
5

10
15
20
25
30

Control IFNγγγγ
A

rb
it

ra
ry

u
n

it
s

G
P

L
/G

A
P

D
H

0
5

10
15
20
25
30

Control IFNγγγγ
A

rb
it

ra
ry

u
n

it
s

G
P

L
/G

A
P

D
H

A

B

0
2
4
6
8

10
12
14

Control IFNγγγγ

A
rb

it
ra

ry
u

n
it

s
O

S
M

R
/G

A
P

D
H

0

5

10

15

20

Control IFNγγγγ

A
rb

it
ra

ry
u

n
it

s
G

P
L

/G
A

P
D

H

0
2
4
6
8

10
12
14

Control IFNγγγγ

A
rb

it
ra

ry
u

n
it

s
O

S
M

R
/G

A
P

D
H

0

5

10

15

20

Control IFNγγγγ

A
rb

it
ra

ry
u

n
it

s
G

P
L

/G
A

P
D

H

Figure 6. Rat IL-31 receptor expression in Mat Ly Lu and Walker cell lines. A-

B. Mat Ly Lu (A) and Walker (B) cell lines were treated 12 h at 37°C with IFNγ. 

Quantitative PCR were performed from cDNA using specific primers to quantify 

OSMR or GPL expressions. 
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Figure 7. Analyses of cell signaling pathways induced by rat IL-31. A. Mat Ly 

Lu cells were stimulated for 10 min at 37°C by 100 ng/ml of murine OSM or IL-31, or 

rat IL-31 as indicated on the figure. STAT-1 (left panel) and STAT3 (right panel) 

phosphorylation levels were determinated by western-blot analysis. B. Walker cells 

were stimulated for 10 min at 37°C by 100 ng/ml of murine OSM or IL-31, or rat IL-

31 as indicated on the figure. STAT-3 (right panel) and MAPK (right panel) 

phosphorylation level was determinated by western-blot analysis using antibodies 

recognising phosphorylated protein. The blots were stripped and reprobbed with an 

antibody recognising both activated and non-activated signaling proteins (STAT, 

Signal Transducer and Activator of Transcription; MAPK, Mitogen Activated Protein 

Kinase).
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Article 4

Activation of Stat4 by OSM and IL-31: critical role in tumoral cell proliferation 

Vénéreau E.*, Preisser L.*, Diveu C., Ravon E., Guilleux MH., Chevalier S, Gascan H. 

* : Contribution égale 

Manuscrit en préparation 

 Cet article est en cours de rédaction aussi je présenterai uniquement les parties 

introduction, matériel et méthodes ainsi que les figures légendées.  

1. Distribution tissulaire de STAT4

 Afin d’étudier la distribution tissulaire de STAT3 et de STAT4, nous avons réalisé une 

analyse par PCR quantitative sur une banque de tissus humains (Figure 1). Comme cela est 

décrit dans la littérature, nous avons observé une expression ubiquitaire de STAT3. 

Cependant, nous avons également observé une expression ubiquitaire de STAT4 

contrairement à ce qui est décrit. En effet, l’expression de STAT4 est décrite comme étant 

restreinte à certains tissus tels que les tissus lymphoïdes et myéloïdes ainsi que les testicules 

et la rate. Nous avons effectivement observé des quantités élevées d’ARNm dans ces tissus 

mais l’ensemble des tissus exprime des quantités non négligeables de STAT4. Cette 

différence entre ce que nous observons et ce qui est décrit dans la littérature peut s’expliquer 

par la méthode de détection. En effet, nous avons réalisé cette étude par PCR quantitative, une 

méthode très sensible et reproductible. A l’inverse, les premières études de distribution 

tissulaire de STAT4 ont été réalisées par northern-blot.  

 Nous avons observé une expression importante de STAT4 dans le cerveau ce qui nous 

a amenés à étudier son expression dans des lignées de glioblastomes. Nous avons ainsi mis en 

évidence son expression dans trois lignées : GO-G-UVM, T98G et U87MG (Figure 2A). 

Cependant, cette expression n’est pas identique entre les lignées. En effet, la quantité 

d’ARNm de STAT4 détectée dans la lignée T98G est faible en comparaison des deux autres 

lignées. En ce qui concerne le niveau d’expression de STAT3, il est équivalent dans les trois 

lignées analysées mais il est plus élevé que celui de STAT4.  

 Afin d’identifier des cytokines capables d’activer STAT4 dans ces lignées, nous avons 

analysé, par PCR quantitative, l’expression de chaînes réceptrices des cytokines des familles 



RESULTATS 

86

de l’IL-6 et de l’IL-12 (Figure 2B). Nous avons étudié plus particulièrement l’expression des 

chaînes impliquées dans la transduction du signal c’est-à-dire les chaînes β. Nous avons ainsi 

observé une absence d’expression des chaines réceptrices des cytokines de la famille de l’IL-

12 :  IL-12Rβ1, IL-12Rβ2 et IL-23R. A l’inverse, les chaînes réceptrices des cytokines de la 

famille de l’IL-6 (IL-27R, GPL, OSMR, LIFR et gp130) sont exprimées dans les trois lignées. 

2. L’OSM et l’IL-31 recrute STAT4 dans des lignées de glioblastomes 

 Nous avons donc étudié l’activation de STAT4 par l’ensemble des cytokines des 

familles de l’IL-6 et de l’IL-12 dans des expériences de western-blot (Figure 3). Comme 

attendu d’après les résultats de PCR quantitative précédents, l’IL-12 et l’IL-23 n’ont pas 

d’effet sur ces cellules. Une première observation importante est que l’activation de STAT3 

est indépendante de celle de STAT4. En effet, certaines cytokines, telles que le LIF, activent 

STAT3 sans activer STAT4. Nous avons ainsi observé que les principaux activateurs de 

STAT4 dans la lignée GO-G-UVM sont l’OSM et l’IL-31 (Figure 3A). A l’inverse, l’OSM 

est la seule cytokine capable d’activer STAT4 dans la lignée T98G (Figure 3B). En ce qui 

concerne la lignée U87MG, l’OSM est le principal activateur (Figure 3C). Cependant, des 

expériences d’effet dose d’IL-31 ont montré que cette cytokine est également capable de 

recruter STAT4 dans la lignée U87MG (données non présentées). Nous avons réalisé des 

expériences similaires sur la lignée GO-G-UVM (Figure 4A). Nous avons ainsi observé que 

des concentrations plus élévées d’IL-31 sont nécessaires afin d’obtenir des réponses similaires 

à celles induites par l’OSM. De même, nous avons réalisé une étude afin d’analyser les 

cinétiques d’activation de STAT3 et de STAT4 en réponse à l’OSM et à l’IL-31 dans la lignée 

GO-G-UVM (Figure 4B). Nous avons ainsi mis en évidence que l’activation de STAT4 est 

plus transitoire que celle de STAT3. En effet, STAT3 est recruté à partir de 5 minutes 

d’activation jusqu’à deux heures. A l’inverse, STAT4 n’est activée qu’à partir de 10 minutes 

et le signal commence à s’éteindre à partir de 2 heures d’activation. Une expérience similaire 

réalisée dans la lignée T98G confirme ces résultats (Figure 3C). En effet, nous avons observé 

une activation très transitoire de STAT4 en réponse à l’OSM,  STAT4 n’étant plus recruté 

après 30 minutes d’activation en réponse à l’OSM alors que l’activation de STAT3 perdure 

jusqu’à 2 heures d’activation. L’IL-31 recrute STAT3 mais pas STAT4 dans cette lignée et 

ces résultats ont été confirmés par des expériences de gènes rapporteurs. En effet, les deux 

cytokines activent STAT3 dans les lignées GO-G-UVM et T98G (Figure 4C).  En ce qui 

concerne STAT4, l’OSM et l’IL-31 induisent son activation dans la lignée GO-G-UVM alors 

que seul l’OSM l’active dans la lignée T98G (Figure 4E). Des expériences similaires ont été 
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réalisées sur la lignée U87MG et elles ont confirmé que l’OSM et l’IL-31 activent STAT3 

mais également STAT4 dans cette lignée (données non présentées). L’ensemble de ces 

résultats démontrent donc pour la première fois que l’OSM et l’IL-31 sont également des 

activateurs du facteur de transcription STAT4. 

3. GPL induit l’activation de STAT3 et de STAT4 par l’intermédiaire de différentes 

tyrosines cytoplasmiques

Afin d’étudier les tyrosines impliquées dans le recrutement de STAT3 ou de STAT4, 

nous avons réalisé des expériences à l’aide de récepteurs chimériques. Ces derniers sont 

constitués des parties extracellulaires des chaînes réceptrices de l’IL-5 associées aux parties 

intracellulaires, de l’OSMR ou de GPL. Dans un premier temps, nous avons transfecté des 

cellules Cos7 avec ces récepteurs chimériques afin de vérifier par western-blot que nos 

constructions étaient fonctionnelles et permettaient le recrutement de STAT3 et de STAT4 en 

réponse à l’IL-5 (Figure 5A). La présence de récepteurs endogènes, pour l’OSM et l’IL-31, 

dans les cellules permettent une activation de STAT3 en réponse à l’OSM, et plus faiblement 

en réponse à l’IL-31. La transfection de GPL potentialise la réponse à l’IL-31. Les 

hétérodimères chimériques αGPL/βOSMR et αgp130/βOSMR, transfectés dans les cellules 

Cos7, induisent la phosphorylation de STAT3 en réponse à l’IL-5. Des résultats similaires 

sont observés avec l’activation de STAT4. Nos constructions, ainsi validées, ont été mutées 

sur différents résidus et nous avons ensuite analysé l’effet de ces mutations sur l’activation de 

STAT3 ou de STAT4 dans des expériences de gène rapporteur. 

Nous avons ainsi réalisé différentes combinaisons de mutations afin de déterminer les 

tyrosines essentielles à l’activation de STAT3 ou de STAT4. Nous avons muté les tyrosines 

Y
917

 et/ou Y
945

 sur l’OSMR, et les tyrosines Y
652

, Y
683

 et/ou Y
721

 sur GPL.
  
Ainsi, nous avons 

démontré que l’activation de STAT3 ou de STAT4 ne nécessitent pas les mêmes tyrosines 

(Figure 5B). Nous avons transfecté des cellules Cos7 avec les récepteurs chimériques dont les 

tyrosines ont été mutées ou non. Lorsque seules les deux tyrosines d’OSMR sont mutées, 

nous observons une inhibition partielle de l’activation de STAT3 ou de STAT4. Des résultats 

similaires sont observés lorsque seules les tyrosines de GPL sont mutées. L’activation de 

STAT3 est totalement inhibée lorsque les deux tyrosines (Y
917

 et Y
945

) de l’OSMR sont 

mutées ainsi que les tyrosines 2 et 3 (Y
683

 et Y
721

) de GPL. Ainsi, l’ensemble de ces tyrosines 

sont nécessaires à l’activation de STAT3. Ces résultats sont partiellement contradictoires avec 

une étude réalisée par l’équipe de Peter Heinrich dans laquelle ils ont identifié seulement la 

tyrosine Y
721

 sur GPL comme principal site impliqué dans l’activation de STAT3 (351). 
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Cependant, leur modèle est différent puisqu’ils ont étudié un hétérodimère constitué de gp130 

et GPL alors que nous avons utilisé un hétérodimère constitué de l’OSMR et de GPL. 

Concernant l’activation de STAT4 par l’intermédiaire de l’OSMR et de GPL, nous avons mis 

en évidence qu’elle nécessitait les mêmes tyrosines sur l’OSMR mais seulement la tyrosine 3 

(Y
721

) sur GPL. En effet, les mêmes résultats sont observés que les tyrosines 1 et 3 ou 2 et 3 

soient mutées. Nous en avons ainsi déduit que seule la tyrosine 3 était essentielle à 

l’activation de STAT4 et afin de confirmer ces résultats, nous avons généré un récepteur 

chimérique avec GPL muté uniquement sur la tyrosine (Y
721

) (Figure 5C). Nous avons 

confirmé que cette mutation sur GPL est suffisante pour inhiber l’activation de STAT4 et 

nous avons ainsi mis en évidence que GPL induit l’activation de STAT3 et de STAT4 par 

l’intermédiaire de différentes tyrosines cytoplasmiques. En résumé, les tyrosines 2 et 3 (Y
683

et Y
721

) de GPL sont importantes pour le recrutement de STAT3 alors que seule la tyrosine 

Y
721 

de GPL est nécessaire à l’activation de STAT4. 

4. L’OSM et l’IL-31 induisent un effet cytostatique sur les lignées de glioblastome : 

implication de la voie STAT4

 Nous avons ensuite étudié les activités de l’OSM et de l’IL-31 sur les lignées de 

glioblastomes (GO-GUVM, U87MG et T98G). Nous avons d’abord observé que ces deux 

cytokines induisent des modifications morphologiques sur les lignées GO-G-UVM et U87MG 

(Figure 6A). Les cellules s’arrondissent et perdent leurs extensions cellulaires. A l’inverse, 

nous n’avons pas observé de tels résultats sur la lignée T98G. De plus, ces cytokines exercent 

un effet cytostatique sur ces lignées comme le montre le test de prolifération de la figure 6B. 

L’OSM et l’IL-31 inhibent la prolifération naturelle des lignées GO-G-UVM et U87MG. En 

ce qui concerne la lignée T98G, seule l’OSM inhibe la prolifération de ces cellules. Nous 

avons aussi observé une forte corrélation entre l’activation de STAT4 et l’effet cytostatique 

induit par les cytokines. En effet, l’OSM et l’IL-31 induisent l’activation de STAT4 et une 

inhibition de la prolifération dans les lignées GO-G-UVM et U87MG. L’OSM induit 

l’activation de STAT4 et exerce un effet cytostatique sur les cellules T98G alors que l’IL-31, 

qui ne recrute pas STAT4 dans cette lignée, est également incapable d’inhiber la prolifération 

de ces cellules. Ces résultats peuvent s’expliquer par l’expression des chaînes réceptrices 

d’une part et de STAT4 d’autre part (Figures 2A et 2B). En effet, des niveaux d’expression de 

GPL et de STAT4 identiques sont observés dans les lignées GO-G-UVM et U87MG. En 

revanche, ces deux transcrits sont plus faiblement exprimés dans la lignée T98G. De plus, 

nous n’observons pas de corrélation entre l’activation de STAT3 et l’inhibition de 



RESULTATS 

89

prolifération. En effet, le LIF, qui recrute fortement STAT3 dans ces trois lignées, n’inhibe 

pas la prolifération de ces cellules (données non présentées). Nous avons alors émis 

l’hypothèse que l’activation de STAT4 pourrait être impliquée dans les effets cytostatiques 

induits par l’OSM et l’IL-31. 

 Nous avons recloné STAT4 afin de le transfecter dans les cellules GO-G-UVM. Nous 

avons ensuite vérifié son expression par PCR quantitative (Figure 7A) et par western-blot 

(Figure 7B). L’expression de STAT4 est beaucoup plus faible que celle de STAT3 dans les 

cellules sauvages. Après transfection, les cellules expriment un taux très élevé de STAT4 qui 

devient alors très supérieur à celui de STAT3 (Figure 7A). Nous avons confirmé cette 

expression par western-blot avec un anticorps dirigé contre l’étiquette V5 de la protéine 

(Figure 7B). L’activation constitutive de STAT4 a alors été mise en évidence par western-blot 

avec un anticorps anti-STAT4-P (Figure 7C). En effet, STAT4 est phosphorylé en absence 

d’activateur ou en réponse à une cytokine irrelevante comme le LIF, qui n’induit pas 

l’activation de STAT4 dans les cellules sauvages. La surexpression de STAT4 ne modifie pas 

l’activation de STAT3 en réponse aux cytokines et n’induit pas son activation constitutive 

(Figure 7C). Nous avons alors analysé l’effet de cette activation constitutive de STAT4 sur la 

prolifération des cellules (Figure 7D). 

 Les cellules transfectées avec STAT4 présentent une prolifération ralentie en 

comparaison des cellules sauvages avec un temps de doublement de ces cellules deux fois 

plus long que celui des cellules sauvages (Figure 7D). L’ajout d’OSM sur les cellules 

sauvages induit une inhibition de prolifération des cellules qui arrivent alors au niveau de 

prolifération des cellules transfectées avec ou sans ajout d’OSM. En effet, l’OSM n’a plus 

d’effet sur les cellules transfectées car leur prolifération est déjà inhibée en conditions 

contrôles. L’ensemble de ces résultats confirment donc notre hypothèse selon laquelle STAT4 

serait impliqué dans l’inhibition de la prolifération cellulaire induite par l’OSM et l’IL-31. 

Des résultats complémentaires sont en cours afin de confirmer ces observations. 

 Afin de comprendre les processus moléculaires mis en jeu lors de l’activation de ces 

cellules par l’OSM et l’IL-31, nous avons analysé, par PCR quantitative, les gènes dont 

l’expression est modulée par ces deux cytokines dans la lignée GO-G-UVM (Figure 8). Il est 

connu que l’OSM inhibe la prolifération des cellules en induisant l’expression de protéines 

inhibitrices du cycle cellulaire telles que p21. Nous avons observé cette induction de p21 en 

réponse à l’OSM mais également à l’IL-31. De même, l’OSM et l’IL-31 induisent 

l’expression de gènes impliqués dans l’angiogénèse tels que VEGFA, PDGFA, PDGFRA, et 

PDGFRB. Des résultats similaires ont préalablement été observés en ce qui concerne l’OSM. 
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Nous confirmons ainsi cette implication de l’OSM, dans l’induction de gènes de 

l’angiogénèse, dans la lignée GO-G-UVM tout en mettant en évidence un effet similaire de 

l’IL-31. Ces deux cytokines induisent également l’expression de gènes codant pour des 

protéines impliquées dans le développement de métastases telles que l’IL-8, MMP9 et uPAR. 

A l’inverse, l’ensemble de ces gènes n’est pas, ou très faiblement, induit par le LIF (données 

non présentées). Ces résultats préliminaires suggèrent donc que l’OSM et l’IL-31 pourraient 

également ètre impliquées dans l’angiogénèse tumorale et le développement de métastases. 

Ces même gènes ont été analysés dans la lignée GO-G-UVM surexprimant STAT4 et nous 

avons observé une forte expression de l’ensemble de ces gènes, en comparaison de la lignée 

sauvage, en absence d’activation par l’OSM ou l’IL-31. Ces résultats concordent avec 

l’activation constitutive de STAT4 observée dans les tests de phosphorylation (Figure 7C).  

 Un modèle d’induction de tumeur dans des souris Nude va être utilisé afin d’étudier 

l’activité de l’IL-31 et de STAT4 in vivo dans le développement tumoral. Ce modèle consiste 

à injecter des cellules tumorales, par voie sous-cutanée, afin d’induire le développement de 

tumeurs. Nous allons en particulier comparer la croissance des cellules tumorales GO-G-

UVM sauvages avec les cellules GO-G-UVM surexprimant STAT4. 

  

Dans cette étude nous avons mis en évidence une activité cytostatique de l’IL-31 sur des 

lignées tumorales, de manière similaire à l’OSM, avec une implication du facteur de 

transcription STAT4. Cette étude permet ainsi d’identifier de nouvelles cibles pour le 

développement de thérapies anti-cancéreuses et ouvre également de nouvelles perspectives 

concernant le rôle de STAT4 en démontrant que ce facteur de transcription n’est pas limité 

aux cellules hématopoïétiques. 
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Introduction 

 Cytokines comprise a large family of secreted proteins that regulate diverse cellular 

programs (proliferation, survival and maturation) and are essential for the development and 

function of the immune, hematopoietic and nervous systems. According to their structure and 

their receptor, cytokines are classified in several families. Cytokines of the interleukin-6 

family are multifunctional proteins involved in a variety of biological responses, including 

immune responses, inflammation, neural development and hematopoiesis. This family of 

cytokines belongs to the long-chain, four helix bundle class and includes interleukin-6 (IL-6), 

viral IL-6, leukemia inhibitory factor (LIF), oncostatin M (OSM), interleukin-11 (IL-11), 

interleukin-27 (IL-27), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1), 

cardiotrophin like cytokine (CLC) and neuropoietin (NP). Interleukin-31 (IL-31) is a recently 

identified cytokine related to the cytokines of the IL-6 family according to its structure and its 

receptor. Indeed, IL-31 is a four-helix bundle cytokine comprising two long cross-over loops 

and one short loop. It signals through a heterodimeric receptor composed of gp130-like 

receptor (GPL)/IL-31RA and oncostatin M receptor (OSMR). 



 OSM shares many biological properties with the other members of this family, 

including growth regulation and differentiation. It was identified by its growth inhibitory 

activity on certain tumor cell lines. OSM transduces its signal via heterodimeric receptor 

complexes consisting of either gp130/LIF receptor (LIFR) or gp130/OSM receptor (OSMR). 

In the cytoplasm, the receptor molecules mediate the signal to the Jak (Janus kinase)-STAT 

(signal transducer and activator of transcription) pathway and to the MAPK (mitogen 

activator protein kinase) pathway. Several studies analysed these pathways in order to identify 

which one is required for growth inhibitory activity. Nervertheless, no result proved the 

involvement of one of these pathways in the cytostatic activity of OSM. 

 STAT proteins constitute a family of regulatory proteins involved in the control of cell 

growth and apoptosis. A signaling pathway through protein tyrosine kinases and STATs is 

used by various cytokines and growth factors to induce alterations in gene expression and 

cellular changes. Upon activation, STAT proteins are phosphorylated on specific tyrosines, 

form homo- and heterodimers, translocate to the nucleus and induce the expression of specific 

genes. Certain STAT family members are involved in signals that lead to apoptosis and to 

inhibition of proliferation. Of the seven members of this family, STAT1 has been identified 

most clearly with these functions. It mediates the growth-inhibitory and proapoptotic effects 

of IFN-γ and/or EGF. It is also required for TNF-α-induced apotosis, though this pathway 

does not depend on the classical STAT1 activation mechanism. A conditional gene knockout 

of STAT3 in the mammary gland revealed that STAT3 is required for involution and apotosis 

of this tissue after lactation. STAT5 has been implicated in IL-2-induced cell death in T cells. 

Genes in different classes of antiproliferative proteins such as the cdk inhibitors 

(p21/WAF1/CIP1), cell surface receptors (Fas and FasL) and caspases have been shown to be 

regulated by STAT proteins. However, genes positively acting during cell proliferation are 

also induced by STAT proteins. Constitutively activated STAT proteins have been found in 



tumor cells, leading to the puzzle of whether STAT proteins are inducers or repressors of 

tumor growth. One study reports that dysfunction of STAT4 leads to accelerated incidence of 

chemical-induced thymic lymphomas in mice. 

 STAT4 was first cloned by crosshybridization with other cloned STAT proteins. It is 

the only STAT that was described to show tissue-restricted expression, with mRNA found 

mainly in lymphoid and myeloid tissues. STAT4 has been found to be mainly activated by IL-

12, IL-23 and IFN-α. Initial studies of STAT4-deficient mice demonstrated that STAT4 is 

required for most IL-12 biological responses including IFN-γ production. It is also required 

for the normal differentiation of Th1 cells and expression of Th1-specific genes such as IFN-

γ, lymphotoxin-α, IL-18Rα or IL-12Rβ2. The normal development and viability of STAT4-

deficient mice has facilitated their use in a large number of models of inflammatory disease, 

infection and basic immune responses.  

 In the present study, we report that STAT4 expression is not tissue-restricted to 

lymphoid and myeloid tissues as described in the literature and we identified OSM and IL-31 

as two new activators of this transcription factor in glioblastoma cell lines. We characterized 

the molecular mechanisms underlying GPL-mediated STAT-3 or STAT4-activations and we 

demonstrated that GPL mediates activation of these two proteins via different cytoplasmic 

tyrosine residues. We identified tyrosine residue 721 in the cytoplasmic region of GPL as the 

major STAT4-activating site. We also demonstrated that IL-31 inhibits cell proliferation of 

these glioblastoma cell lines, in a similar way to OSM, and importantly we show the 

contribution of STAT4 in the cytostatic effects of OSM and IL-31.  



Material and methods 

Cells and reagents 

Cell lines were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum 

(FCS). Antibody raised against phospho-STAT3 was purchased from Upstate Biotechnology 

(Lake Placid, NY) and anti-STAT3 antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA). Antibodies raised against phospho-STAT4 and STAT4 were purchased from 

Zymed (Invitrogen). The anti-V5 antibody was purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA). 

Anti-mouse and anti-rabbit peroxidase labeled immunoglobulins were from Clinisciences 

(Montrouge, France). Human recombinant IL-6, IL-11, OSM, CNTF, IL-12, IL-23 and IL-27 

were purchased from R&D systems (Oxon, UK). Human recombinant LIF and IL-31 were 

produced in the laboratory as described previously. cDNA human tissues library was purchased 

from Clontech (Mountain View, CA). 

Cloning and expression of STAT4 

2µL of total cDNA from peripheral blood lymphocytes, activated with PMA and PHA, were 

amplified with the Platinium Pfx DNA polymerase (Invitrogen) using 10nM of STAT4 sense 

primer (CTAGCTAGCATGTCTCAGTGGAATCAAGTCCAACAG) and anti-sense primer 

(CCGGAATTCCATTCAGCAGAATAAGGAGACTTCATTGC). PCR product was cloned 

into the pcDNA4.V5-His (version B) mammalian expression vector (Invitrogen). The integrity 

of the construct was verified by DNA sequencing using an automatic DNA sequencer 

(Beckman Coulter, Fullerton, CA). GO-G-UVM cells were transfected, using kit V reagent 

(Amaxa, Gaithersburg, MD), with 2.5 µg of this plasmid. Transfected cells were treated with 

zeocin (100µg/ml) to select cells expressing the plasmid. 



RT-PCR and quantitative-PCR analyses 

Total RNA was extracted using RNeasy micro kit (Qiagen), according to the manufacturer’s 

protocol. RNA was reversed transcribed into cDNA using random hexamers primers and 

Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Primers were designed using 

Primer3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer38www.cgi). PCR 

amplifications reactions were carried out in duplicate with iQ-SYBR Green Supermix (Bio-

Rad) in a 15µl reaction volume containing 200 nM primers and 5 ng cDNA, and using a 

Chromo4™ System (Bio-Rad). Thermal cycling was initiated with a 3 min incubation at 95°C 

followed by 40 cycles of 95 °C for 10 s, 55 °C for 15 s and 72°C for 15s. For quantification the 

∆Ct method was retained, and GAPDH gene used for normalization as described previously. 

Phosphorylation and western-blotting analyses 

Cells were seeded in 24-well plates and were activated for 10 min with indicated cytokines. 

Cells were lysed in SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 50 

mM DTT, 0.1% bromophenol blue), sonicated and then submitted to SDS-PAGE and 

transferred onto Immobilon membrane. The membranes were subsequently incubated 

overnight with the primary antibody, before being incubated with the appropriate peroxidase-

labeled secondary antibody for 60 min. The reaction was visualized by chemiluminescence 

according to the manufacturer’s instructions (GE Healthcare, Orsay, France). Membranes were 

stripped overnight at 4°C in glycine buffer (0.1 M/pH 2.8) before being re-blotted.  

Luciferase reporter gene assay

Cells were seeded in 48-well plates and transfected, using Exgen reagent (Euromedex, 

Souffelweyersheim, France), with 0.5 µg of the SIEM-Luc or GAS-Luc reporter genes. These 

constructs contain three consensus binding sites located upstream of a thymidine kinase 



minimal promoter (28). Twenty-four hours after transfection, cells were serum-starved for 6 h 

and then incubated overnight with either medium alone or with the indicated cytokines. Cells 

were washed with PBS, and 70 µl of lysis buffer was added to the wells (0.1M KHPO4, pH 7.8, 

0.1% Triton X-100) before adding luciferine. The luciferase activity was measured using a 

Packard Topcount luminometer (Meriden, CT). 

Proliferation assays 

The GO-G-UVM, T98G and U87MG cell lines were seeded in 96-well plates at a 

concentration of 1.5 .10
3
 cells/well in RPMI 1% fetal calf serum. Serial dilutions of tested 

cytokines were performed in triplicate. After a 5 days incubation period, 0.5 µCi of 
3
H 

thymidine (Amersham, Les Ullis, France) was added to each well for the last 4 hours of the 

culture and the incorporated radioactivity measured by scintillation counting (Packard Top 

count luminometer, Meriden, CT).  

.  
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Figure 1. Analysis of STAT3 and STAT4 tissue distribution by quantitative PCR. 

Quantitative PCR were performed from a human tissue library using specific primers for 

STAT3 or STAT4.
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A

Figure 3. STAT3 and STAT4 activation in response to cytokines of IL-6 or IL-12 

families. A-C. GO-G-UVM (A), T98G (B) and U87MG (C) cell lines were stimulated for 10 

min at 37°C by 50 ng/ml of cytokines as indicated on the figure. STAT3 (upper panel) and 

STAT4 (lower panel) phosphorylation levels were determinated by western-blot analyses 

using antibodies recognising activated protein. The blots were stripped and reprobbed with 

an antibody recognising both activated and non-activated signaling proteins. (STAT, Signal 

Transducer and Activator of Transcription.)
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A

Figure 4. STAT3 and STAT4 activation in response to OSM and IL-31. A-C. STAT3 and 

STAT4 phosphorylation levels were determinated by western-blot analyses using antibodies 

recognising activated protein. The blots were stripped and reprobbed with an antibody 

recognising both activated and non-activated signaling proteins. (STAT, Signal Transducer 

and Activator of Transcription.) A. GO-G-UVM cells were stimulated for 10 min at 37°C by 

several concentrations (ng/ml) of OSM or IL-31 as indicated on the figure. B-C. GO-G-UVM 

(A) and T98G (B) cells were stimulated at 37°C by 100ng/ml of OSM or IL-31 for several 

times as indicated on the figure. D-E. GO-G-UVM or T98G cells were transfected with a 

SIEM-Luc or GAS-Luc constructs, in order to analyze STAT3 (D) or STAT4 (E) 

transcriptional activity respectively, in response to 100 ng/ml of OSM or IL-31. The cytokines 

were added to GO-G-UVM and T98G cells for a 12 h culture period at 37°C. The STAT3 

and STAT4 activation levels were measured by using a Packard Topcount luminometer 

(Meriden, CT). 
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Figure 5. GPL mediates activation of STAT3 and STAT4 via different cytoplasmic

tyrosine residues. A. Cos7 cells were transiently transfected with vectors encoding the

corresponding receptor chains. 48h after transfection, cells were stimulated by 100 ng/ml of

OSM, IL-31 or IL-5 for 10min at 37°C. STAT3 ( left panel) and STAT4 (right panel) 

phosphorylation levels were determinated by western-blot analyses using antibodies 

recognising activated protein. The blots were stripped and reprobbed with an antibody 

recognising both activated and non-activated signaling proteins. B-C. Cos7 cells were 

transiently cotransfected with pCDNA3.1-based expression vectors encoding the indicated 

receptor combinations and with SIEM-Luc or GAS-Luc constructs. One day after 

transfection, cells were stimulated with IL-5 (10 ng/ml) for 16 h. Luciferase activities of 

lysates were measured as described previously in the legend of Fig.4.
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Figure 6. OSM and IL-31 induce cytostatic effects in glioblastoma cell lines. A. Phase 

contrast micrographs of GO-G-UVM (upper panel) and U87MG cells (lower panel) after a 5-

day culture period in the presence of 100 ng/ml of indicated cytokines. B. GO-G-UVM 

(upper left panel), T98G (upper right panel) and U87MG (lower panel) cells were cultured in 

triplicates with 3-fold dilutions of IL-31 or OSM. After a 5-day culture period a 3H thymidine 

pulse was carried out and the incorporated radioactivity determined. 
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A

Figure 7. Constitutive activation of STAT4 in GO-G-UVM cell line induces inhibition of 

natural cell proliferation. A. Analysis of STAT3 and STAT4 expressions by quantitative 

PCR in GO-G-UVM cells non transfected or transfected with pcDNA4-STAT4-V5-His vector. 

B. Detection of STAT4 V5-His protein in GO-G-UVM transfected cells by western-blot 

analysis using an antibody directed against V5 tag. C. STAT3 (upper panel) and STAT4 

(lower panel) phosphorylation levels were determinated in GO-G-UVM-STAT4 cells by 

western-blot analyses using antibodies recognising activated protein. The blots were 

stripped and reprobbed with an antibody recognising both activated and non-activated 

signaling proteins. D. GO-G-UVM and GO-G-UVM-STAT4 cells were cultured in triplicates 

and stimulated or not with OSM. After a 5-day culture period a 3H thymidine pulse was 

carried out and the incorporated radioactivity determined. 
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Figure 8. Expression profile of genes induced by OSM or IL-31 in GO-G-UVM cell line. 

GO-G-UVM cells were stimulated by 50 ng/ml of OSM or IL-31 for 6 h and screening of 

genes expression induced by the cytokines was performed by quantitative PCR.
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 La réponse immunitaire est organisée autour des interactions entre les cellules du 

système immunitaire. La communication entre ces cellules est assurée par des contacts 

cellulaires mais également par des facteurs solubles tels que les cytokines. Depuis leur 

découverte, ces dernières constituent un domaine d’investigation essentiel en immunologie. 

En effet, elles représentent un langage universel pour l’ensemble des cellules de l’organisme. 

Contrairement à d’autres médiateurs solubles, tels que les hormones, les cytokines sont 

caractérisées par leurs activités pléïotropes et redondantes, ainsi que leurs actions qui peuvent 

être autocrines, paracrines, juxtacrines voir même endocrines. La redondance de leurs 

activités biologiques peut s’expliquer en grande partie par leurs récepteurs membranaires, qui 

sont souvent partagés par plusieurs cytokines. Quant à leur pléiotropie, elle s’explique par la 

distribution, souvent étendue, de leurs récepteurs d’où un grand nombre de cellules cibles 

différentes. Au fur et à mesure des connaissances, les cytokines ont été classées en différentes 

familles dont la famille de l’IL-6, à laquelle nous nous intéressons plus particulièrement. 

 Les cytokines de la famille de l’IL-6 sont aujourd’hui au nombre de onze. Elles 

exercent des activités redondantes qui permettent de les classer en différents sous-groupes. 

Certaines agissent plus particulièrement au niveau du système nerveux : il s’agit de la NP, de 

CLC et du CNTF. En ce qui concerne le LIF et la CT-1, ces deux cytokines sont essentielles 

au développement. Les autres membres de la famille agissent essentiellement au niveau de 

l’hématopoïèse, des réponses immunitaires et de l’inflammation. Il s’agit de l’IL-6, de l’IL-

11, de l’IL-27, de l’OSM et de la dernière cytokine apparentée à cette famille : l’IL-31. Les 

axes de recherche de ma thèse ont été orientés autour de l’étude de ces deux dernières 

cytokines. 

1. OSM et IL-31 : deux cytokines à tropisme cutané ?

 L’Oncostatine M, comme son nom l’indique, a d’abord été identifiée pour ses 

propriétés cytostatiques. En plus de ses activités spécifiques, l’OSM agit également sur des 

systèmes biologiques communs aux autres cytokines de la famille tels que l’activation 

hépatocytaire inflammatoire, le maintien des cellules souches embryonnaires dans un état 

indifférencié, le développement nerveux ou le remodelage osseux. Ce qui ressort surtout de la 

littérature, ce sont les résultats contradictoires concernant l’implication de cette cytokine dans 

les réponses inflammatoires. En effet, l’OSM exercerait des activités proinflammatoires ou à 

l’inverse anti-inflammatoires selon les études. Wallace et ses collaborateurs démontrent ainsi 
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que l’OSM régulerait les réponses inflammatoires au niveau des fibroblastes pulmonaires ou 

synoviaux en inhibant l’expression de l’IL-8 et de GM-CSF et en induisant la secrétion de 

protéines de la phase aiguë et d’inhibiteurs de protéases, protéines impliquées dans la 

régulation de l’inflammation (352). L’effet bénéfique de l’OSM a également été mis en 

évidence dans différents modèles de pathologies inflammatoires chez la souris telles que 

l’arthrite rhumatoïde ou la sclérose en plaque. Cependant, de nombreuses études démontrent 

un effet inverse de l’OSM ainsi que son implication dans différentes pathologies telles que 

l’asthme ou l’arthrite (264). Les résultats contradictoires de ces études peuvent s’expliquer par 

la spécificité d’espèce de l’OSM. En effet, certaines de ces études concernent l’effet de 

l’OSM humaine chez la souris. Or l’OSM murine n’interagit qu’avec le récepteur de type II 

(OSMR/gp130) chez la souris. A l’inverse, la cytokine humaine interagit uniquement avec le 

récepteur de type I (LIFR/gp130) chez la souris : elle mime ainsi les effets du LIF. En tenant 

compte de cette observation, il est évident que l’OSM est un médiateur proinflammatoire. 

 L’implication de l’OSM au niveau de pathologies pulmonaires est un exemple de 

résultats controversés. En effet, une revue sur le rôle de l’OSM dans l’asthme décrit une 

activité anti-inflammatoire au niveau pulmonaire (353). Elle exercerait une activité 

profibrotique mais également anti-protéolytique au niveau des poumons. Ainsi, elle serait 

impliquée dans la réparation des tissus pulmonaires. Cependant, sa surexpression chez la 

souris au niveau pulmonaire induit une réponse inflammatoire démontrant ainsi l’implication 

de l’OSM dans l’inflammation pulmonaire. Selon le modèle, l’OSM induit également 

l’expression, par les cellules musculaires lisses des voies respiratoires, de l’éotaxine-1, 

protéine impliquée dans l’éosinophilie asthmatique (354). De plus, l’OSM est produite par les 

cellules infiltrant les tissus chez des patients atteints d’asthme et l’OSMR est exprimé en 

abondance par les cellules musculaires lisses des voies respiratoires de patients asthmatiques. 

Quant à gp130, son gène est situé sur la région 5q où sont localisés des gènes codant pour des 

protéines impliquées dans l’asthme. Des études complémentaires sont donc nécessaires afin 

de déterminer le rôle exact de l’OSM dans l’asthme ainsi que dans d’autres pathologies 

pulmonaires. En effet, une étude récente suggère une implication de l’OSM dans la 

tuberculose (355). 

 De manière similaire, les activités de l’OSM sur la formation ou la résorption osseuse 

semblent complexes mais certaines études ont été réalisées avec la cytokine humaine chez la 

souris. Si on considère uniquement les études concernant l’effet de la cytokine murine chez la 

souris, un effet proinflammatoire de l’OSM est mis en évidence de manière irréfutable. Ces 

études ont été réalisées en induisant une surexpression d’OSM à l’aide d’adénovirus (356, 
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357). Cette surexpression induit une inflammation avec le recrutement de cellules 

inflammatoires, une dégradation du cartilage et une hyperplasie synoviale, symptômes 

similaires à l’arthrite rhumatoïde (AR). Ces effets de l’OSM impliquent la balance 

MMPs/TIMPs, la balance RANK/RANKL ainsi que la sécrétion de chimiokines. L’OSM agit 

en synergie avec le TNF-α et l’IL-1, cytokines proinflammatoires impliquées dans l’AR (358, 

359). Ces résultats sont renforcés par une étude dans laquelle un traitement, avec un anticorps 

neutralisant l’OSM, est efficace dans deux modèles d’arthrite chez la souris (360). Concernant 

les études chez l’homme, une surexpression d’OSM est observée dans les liquides synoviaux 

de patients atteints d’AR mais pas dans le sérum, suggérant une activité locale, et non 

systémique, de cette cytokine. De plus, la concentration d’OSM est corrélée avec la présence 

de marqueurs de dégradation du cartilage dans les liquides synoviaux de ces patients. 

L’ensemble de ces données démontre donc l’implication de l’OSM dans le réseau cytokinique 

à l’origine de cette pathologie. Des études complémentaires permettront de confirmer si cette 

cytokine représente une cible à considérer dans le développement de thérapies visant à traiter 

cette pathologie. 

 Récemment en collaboration avec l’équipe du Dr. Jean-Claude Lecron, nous avons 

mis en évidence l’implication de l’OSM dans l’inflammation cutanée et plus particulièrement 

dans une pathologie inflammatoire cutanée : le psoriasis (263). D’autres études confirment ces 

résultats et démontrent la présence d’OSM dans différentes conditions pathologiques au 

niveau de la peau telles que des lésions psoriasiques, des kératoacanthomes ou des carcinomes 

spinocellulaires (258-260). Ainsi, cette cytokine possèderait également un tropisme cutané, de 

manière similaire à une cytokine récemment identifiée: l’interleukine-31. 

 L’interleukine-31 est apparentée aux cytokines de la famille de l’IL-6 de par sa 

structure et son récepteur. En effet, il s’agit d’une cytokine en quatre hélices α, structure 

caractéristique des cytokines de cette famille. De plus, son récepteur hétérodimérique est 

constitué d’une part d’OSMR, chaîne partagée avec l’OSM, et d’autre part de GPL, identifié à 

partir d’homologies avec gp130. Cependant, ce qui définit les cytokines de la famille de l’IL-

6 est leur interaction avec la chaîne réceptrice commune appelé gp130. Ainsi, l’IL-31 est 

apparentée aux cytokines de cette famille sans réellement pouvoir y être classée. Cette 

cytokine a récemment été identifiée et par conséquent, elle est encore mal connue et peu de 

ses activités ont été décrites. Cependant, l’élément principal qui ressort de la littérature est son 

tropisme cutané. En effet, le groupe de Zymogenetics, qui a identifié cette cytokine, a mis en 

évidence son implication dans une pathologie cutanée : la dermatite atopique. Sa 
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surexpression, de manière transgénique ou par des injections, induisent chez la souris une 

alopécie, une hyperkératinose, un prurit ainsi que des lésions cutanées caractérisées par une 

infiltration de cellules inflammatoires. Ces symptômes sont similaires à ceux observés chez 

des patients atteints de dermatite atopique. Cependant, l’IL-31 serait associée à la forme 

intrinsèque de la maladie car les souris transgéniques IL-31 ne présentent pas de taux sériques 

d’IgE élevés contrairement à d’autres modèles de dermatite atopique comme les souris 

transgéniques IL-4 ou IL-8, et les souris NC/Nga.  

 Les kératinocytes humains expriment les deux chaînes réceptrices de l’IL-31 et par 

conséquent, cette dernière peut les activer. Elle stimule ainsi la secrétion de chimiokines telles 

que CCL17 (TARC) et CCL22 (MDC) (175). Or, ces deux chimiokines se lient à CCR4, un 

récepteur préférentiellement exprimé par les lymphocytes Th2 CLA+. Comme nous l’avons 

préalablement vu dans l’introduction, ces cellules produisent de l’IL-31 et sont impliquées 

dans la pathogénèse de la dermatite atopique (269). Ainsi, l’IL-31 serait impliquée dans 

l’amplification de la maladie en recrutant ces cellules par l’intermédiaire de chimiokines. 

Cependant, il faut noter que ces résultats concernent l’activation transcriptionnelle et il serait 

donc nécessaire de les confirmer en dosant les protéines. En effet, des expériences similaires 

de PCR quantitative réalisées au laboratoire n’ont pas permis de confirmer ces résultats. 

 La dermatite atopique aiguë est principalement de type Th2 alors que la forme 

chronique est caractérisée par des cytokines de type Th1. Un traumatisme cutané mécanique 

peut être à l’origine de la transition de la forme aiguë vers la forme chronique de la maladie, 

caractérisée par une secrétion de cytokines proinflammatoires par les kératinocytes. Cette 

transition est observée après l’apparition de démangeaisons. L’IL-31 est préférentiellement 

produite par les lymphocytes Th2 mais elle est également secrétée par les lymphocytes Th1. 

Par conséquent, elle pourrait être impliquée dans les phases aiguë et chronique ainsi que dans 

le processus de transition entre ces deux phases. Des études sur l’IL-31 dans des souris 

déficientes en mastocytes ou en lymphocytes ont montré une implication des lymphocytes 

dans l’alopécie induite par l’IL-31 mais aucune implication des mastocytes dans les effets de 

l’IL-31 (175). 

 Au début de ma thèse, l’IL-31 avait été clonée uniquement chez l’homme et chez la 

souris. Afin d’envisager des études de l’IL-31 in vivo chez le rat, nous avons identifié et cloné 

l’IL-31 de rat. Nous avons réalisé des études bioinformatiques par alignement de séquences 

orthologues afin d’identifier la séquence de l’IL-31 de rat. Une étude par PCR quantitative sur 

une banque  de tissus nous a permis d’identifier les tissus présentant des taux élevés d’IL-31 

chez le rat tels que la vessie ou le thymus. Ainsi, nous avons cloné la cytokine à partir du tissu 
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exprimant le taux d’IL-31 le plus élevé : les testicules. Nous avons produit la protéine ainsi 

clonée en système eucaryote et nous l’avons purifiée par affinité. La suite de l’étude consistait 

évidemment à vérifier la fonctionnalité de la protéine purifiée. Nous avons donc recherché des 

cellules-cibles, c’est-à-dire des cellules exprimant GPL et OSMR, les chaînes réceptrices de 

l’IL-31. Nous avons analysé leur expression respective par PCR quantitative dans les tissus de 

rat. L’expression de l’OSMR est ubiquitaire tandis que celle de GPL est beaucoup plus 

restreinte et surtout moins élevée. De manière très intéressante, la peau présente une 

expression élevée de GPL suggérant ainsi que l’IL-31 aurait également un tropisme cutané 

chez le rat. Nous avons ensuite identifié deux lignées cellulaires exprimant GPL et OSMR : 

les lignées Mat Ly Lu et Walker, dérivées de carcinomes. Dans ces deux lignées, l’IL-31 de 

rat induit l’activation de différentes voies de signalisation telles que STAT3 ou les MAPKs.  

 Il est intéressant de noter que l’IL-31 semble être une cytokine avec une très grande 

spécificité d’espèce. En effet, nous avons préalablement observé que l’IL-31 humaine n’agit 

pas sur les cellules murines et à l’inverse la cytokine murine n’a aucun effet sur les cellules 

humaines. De même, dans cette étude nous avons mis en évidence que l’IL-31 murine 

n’active pas les cellules de rat. Cette observation la différencie de l’OSM puisque cette 

dernière est capable d’agir sur plusieurs espèces. En effet, il est connu que l’OSM humaine 

agit également sur la souris et dans cette étude nous avons également observé que l’OSM 

murine active également les cellules de rat. Cette grande spécificité d’espèce de l’IL-31 

facilite la génération d’anticorps spécifiques de l’IL-31 murine chez le rat. Un anticorps 

commercial, dirigé contre l’IL-31 murine, a ainsi été généré chez le rat. De plus, il serait 

intéressant d’induire une surexpression d’IL-31 chez des rats afin d’étudier leur phénotype et 

de le comparer à celui des souris. D’après nos résultats préliminaires, l’IL-31 semble avoir un 

tropisme cutané également chez le rat et on peut donc supposer que sa surexpression induirait 

un phénotype particulier au niveau de la peau. Nous disposons ainsi d’un nouveau modèle 

afin d’étudier les effets de l’IL-31 in vivo.  

 A l’heure actuelle, les études réalisées chez la souris et chez l’homme mettent en 

évidence une corrélation entre l’expression de l’IL-31 et le prurit, symptôme qui recouvre une 

sensation de démangeaison fréquemment observée dans des pathologies cutanées. En effet, 

une expression élevée d’IL-31 est montrée chez des patients atteints de pathologies 

prurigineuses telles que la dermatite atopique, la dermatite allergique de contact ou le prurigo 

nodularis (273, 274). De plus, son expression est corrélée avec l’intensité des démangeaisons. 

En effet, le prurigo nodularis représente une des pathologies cutanées inflammatoires les plus 

prurigineuses et les patients atteints de cette pathologie présentent les taux d’IL-31 les plus 
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élévés. Une étude décrit même l’IL-31 comme un nouveau lien entre les cellules T et le prurit 

(273). Dans un premier temps, ce symptôme a été attribué à l’histamine. Or, des antagonistes 

du récepteur de l’histamine n’ont pas ou peu d’effets sur les démangeaisons. Par conséquent, 

l’histamine ne serait pas le facteur principal inducteur de prurit et l’IL-31 représente donc un 

facteur à considérer (361, 362). A l’inverse, l’IL-31 ne semble pas être surexprimée chez des 

patients atteints de psoriasis, pathologie non prurigineuse. Cependant, nous avons réalisé en 

collaboration avec l’équipe du Dr. Jean-Claude Lecron, une étude portant sur les effets de 

l’IL-31 sur la peau et plus particulièrement dans le psoriasis. D’après les résultats de cette 

étude, les effets de l’IL-31 semblent beaucoup plus modérés que ceux de l’OSM mais ne 

permettent pas d’exclure son implication dans le psoriasis. 

 Ces observations ont été confirmées chez la souris, dans un modèle de dermatite 

atopique : les souris NC/Nga. Ces dernières développent spontanément un phénotype 

ressemblant à la dermatite atopique, lorsqu’elles sont élevées dans un environnement non 

exempt de tout pathogène. Dans cette étude, une très forte corrélation a été observée entre 

l’expression de l’IL-31 et l’apparition des démangeaisons chez les souris. En effet, une 

surexpression d’IL-31 est retrouvée au niveau cutané lors de l’apparition des démangeaisons 

chez les souris, développant spontanément des lésions cutanées. A l’inverse, dans un modèle 

d’induction de lésions cutanées par haptènes, les souris n’ont pas de démangeaisons et aucune 

surexpression d’IL-31 n’est observée. L’ensemble de ces données démontre donc 

l’implication de l’IL-31 dans le prurit. Cependant, le mécanisme par lequel cette cytokine est 

impliquée dans l’apparition des démangeaisons n’est pas encore élucidé. Une étude, 

démontrant l’expression de GPL et de l’OSMR par des neurones de ganglions rachidiens, 

pourrait ainsi apporter une explication (363). En effet, la sensation de démangeaison est 

transmise par ces neurones sensoriels, dont les corps cellulaires sont situés dans les ganglions 

rachidiens et dont les projections arrivent au niveau de la peau. Ainsi, l’IL-31 pourrait induire 

les démangeaisons en modulant directement l’activité des neurones sensoriels. Cependant, des 

études complémentaires sont nécessaires afin de déterminer le rôle exact de l’IL-31, mais 

également de l’OSM, sur ces neurones sensoriels ainsi que leur implication dans le prurit. 

 La surexpression d’IL-31 observée dans la dermatite atopique semble être 

partiellement induite par des allergènes (273). Or, ces derniers sont impliqués dans 

l’inflammation cutanée de type atopique car leur application locale, au niveau de la peau non 

lésée de patients atteints de dermatite atopique, induit des lésions cutanées caractéristiques de 

cette pathologie. D’autre part, plus de 90% des lésions cutanées sont colonisées par des 

bactéries Staphylococcus aureus et des superantigènes issus de cette souche bactérienne 
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induisent l’expression d’IL-31 par les leukocytes du sang périphérique. Ces superantigènes 

induisent également l’expression de chimiokines impliquées dans le recrutement de cellules T 

et de cellules dendritiques au niveau des lésions. Par conséquent, le recrutement de ces 

leukocytes et la production d’IL-31 par les lymphocytes T pourraient contribuer au maintien 

et à l’exacerbation de l’inflammation et du prurit au niveau des lésions cutanées atopiques 

colonisées par des bactéries Staphylococcus aureus. 

 Enfin, une étude a démontré une corrélation entre une mutation de l’OSMR et une 

autre pathologie cutanée : le lichen amyloïde (267). Ainsi, tout comme l’OSM, l’IL-31 

pourrait également être impliquée dans cette pathologie. Cette étude confirme parfaitement le 

tropisme cutané de ces deux cytokines. En effet, une mutation de l’OSMR semble être 

associée à une pathologie cutanée. Dans ce cas particulier, ce tropisme cutané peut s’expliquer 

en partie par l’expression des récepteurs de ces cytokines au niveau de la peau. En effet, 

l’OSM peut se fixer à deux types de récepteur mais les kératinocytes n’expriment que le 

récepteur de type II. Par conséquent, le LIF ne peut pas remplacer les activités de l’OSM, via

le récepteur de type I, au niveau de la peau dans le cas de cette mutation sur l’OSMR. Ainsi, 

cette mutation empêche l’activité de l’OSM mais également celle de l’IL-31. Des études 

complémentaires sont donc nécessaires afin de déterminer le rôle respectif de ces deux 

cytokines dans ces maladies et d’étendre l’étude à d’autres pathologies cutanées.  

 L’ensemble des données confirme l’implication de ces deux cytokines dans 

l’inflammation cutanée. Par conséquent, des antagonistes de ces cytokines pourraient 

permettre de mieux définir le rôle de chaque cytokine tout en représentant un intérêt 

thérapeutique dans le traitement de pathologies qui leur sont associées. C’est dans cette 

optique que nous avons entrepris au laboratoire la génération d’antagonistes spécifiques de 

chacune de ses cytokines. 

2. Génération et analyse fonctionnelle des antagonistes de l’OSM et de l’IL-31

 Comme nous l’avons précédemment vu dans l’introduction, il existe différentes 

stratégies permettant d’inhiber une cytokine. Les critères essentiels pour qu’un antagoniste 

soit efficace sont : son affinité, sa spécificité et sa nature protéique. Ainsi, la stratégie la plus 

fréquemment employée est l’utilisation d’anticorps car elle présente de nombreux avantages. 

En effet, l’affinité des anticorps est en général très élevée (de l’ordre de 100 à 2000 pM) et 

elle est souvent meilleure que celle des récepteurs membranaires. Concernant la spécificité 



DISCUSSION 

99

vis-à-vis de la protéine cible, elle est également très bonne même si certains anticorps ne sont 

pas spécifiques d’espèce. Seul le troisième critère pose problème puisque la majorité des 

anticorps sont générés chez la souris et peuvent par conséquent, être reconnus par le système 

immunitaire en tant que protéines étrangères chez l’homme. Ainsi, ils induisent une 

immunisation à l’origine d’une perte d’efficacité in vivo. Afin de contourner cet effet délétère, 

une humanisation des anticorps peut être réalisée mais les résultats restent partiels. 

 Il existe des antagonistes naturels de cytokines : il s’agit de formes solubles des 

récepteurs de cytokines. La mise en évidence de ces récepteurs solubles naturels a permis 

l’émergence d’une nouvelle génération d’antagonistes. Les récepteurs de cytokines étant 

homo- ou hétérodimériques, les premiers antagonistes élaborés étaient constitués des 

domaines extracellulaires des chaînes réceptrices, domaines de fixation du ligand, fusionnés 

avec un fragment constant (Fc) d’immunoglobuline. Ce fragment Fc permet une dimérisation 

augmentant ainsi l’efficacité et la durée de vie de ces molécules chimériques. Ainsi, ces 

protéines sont des récepteurs solubles, similaires à leurs équivalents membranaires, destinés à 

piéger les cytokines. Ces antagonistes appelés « cytokine-traps » ont d’abord été générés pour 

l’IL-1, l’IL-4 et l’IL-6 (347, 364, 365). Des constructions similaires avaient déjà été réalisées 

pour le VEGF et le TNF-α (364, 365). Certains de ces antagonistes ont été testés in vivo en 

phase clinique II. C’est le cas pour l’IL-1-trap dans le traitement de l’arthrite rhumatoïde et 

l’IL-4-trap dans le traitement de l’asthme. Quant à l’antagoniste du TNF-α, appelé 

Etanercept, il est utilisé dans le traitement de l’arthrite rhumatoïde mais également du 

psoriasis. En effet, ces protéines chimériques répondent à tous les critères définissant 

l’efficacité d’un antagoniste. Leur affinité est excellente (de l’ordre de 1 pM), supérieure à 

celle des récepteurs membranaires et même à celle des anticorps. Ils sont très spécifiques et 

étant entièrement constitués de fragments protéiques humains, ils n’entraînent donc pas de 

réponse immunitaire.  

 Des études de mutagénèse et de modélisation moléculaire ont permis de définir plus 

précisément les domaines d’interaction des cytokines avec leurs récepteurs. Ainsi, certains 

antagonistes générés sont des mutants de cytokines tels que l’antagoniste de l’IL-15 ou plus 

récemment un antagoniste du LIF (366, 367). Ces derniers interagissent avec les récepteurs 

membranaires sans induire de signalisation intracellulaire : il s’agit d’antagonistes par 

compétition. Certaines mutations permettent également d’augmenter l’affinité de ces mutants 

pour les récepteurs favorisant ainsi leur interaction par rapport aux cytokines naturelles. De 

même que pour les « cytokine-traps », ces mutants sont fusionnés avec le fragment Fc des 

immunoglobulines. En effet, les cytokines sont de petite taille et par conséquent, leur demie-
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vie in vivo est très courte (demie-vie de 5 à 50 minutes dans le sérum). Cette donnée n’est pas 

compatible avec une application clinique car cela nécessite des administrations fréquentes par 

injection, la voie orale étant exclue dans ce cas. Ainsi, une des priorités dans l’utilisation 

d’agents anti-cytokines, ou de cytokines elles-mêmes, était d’augmenter leur demie-vie. C’est 

pour cette raison que l’utilisation du fragment Fc a émergé. En effet, ce dernier augmente la 

taille des molécules chimériques, leur stabilité et par conséquent leur demie-vie in vivo. 

 L’équipe de Peter Heinrich a généré des antagonistes de l’IL-6 et du LIF sur un 

principe similaire aux « cytokine-traps » sans utiliser le fragment Fc (349, 350). En effet, leur 

modèle est basé sur les données structurales des cytokines et de leurs récepteurs. Ainsi, ils ont 

conçu des peptides de liaison afin de lier les domaines d’interaction avec la cytokine des 

différentes chaînes réceptrices. Certains peptides de liaison ont été synthétisés in vitro. Ils ont 

été choisis selon une étude de modélisation moléculaire qui a permis d’évaluer la distance, 

entre les deux chaînes réceptrices, nécessaire pour obtenir une flexibilité suffisante. Cette 

propriété est importante car elle détermine la conformation de la protéine chimérique qui doit 

être optimale afin de fixer la cytokine. Ces peptides sont donc constitués d’environ 40 acides 

aminés de petite taille. Ils ont également utilisé un peptide répondant à ces critères et 

correspondant à la courte partie extracellulaire proximale à la région transmembranaire de 

l’IL-6Rα. Ce peptide présente un avantage supplémentaire : il n’est pas immunogène car il est 

dérivé de l’IL-6Rα endogène. L’ensemble de ces peptides a été testé afin de générer des 

antagonistes de l’IL-6 et toutes ces constructions se sont révélées efficaces.  

 Contrairement aux « cytokine-traps », ces antagonistes ne sont constitués que des 

domaines essentiels à la fixation de la cytokine. Dans le cas de l’antagoniste de l’IL-6, il 

s’agit des domaines CBD et « Ig-like » de gp130 et du domaine CBD de l’IL-6Rα. En effet, 

les données concernant les sites d’interaction entre la cytokine et son récepteur sont 

suffisantes pour déterminer les régions minimales requises à la fixation de la cytokine. Il est 

maintenant reconnu que les domaines extracellulaires impliqués dans la fixation de la 

cytokine sont les domaines CBD et « Ig-like ». Les domaines FnIII sont quant à eux 

impliqués dans la dimérisation des chaînes réceptrices. Ces derniers ne sont pas nécessaires 

dans ce type de construction car le peptide de liaison joue ce rôle. L’étude récente sur la 

génération d’antagonistes du LIF confirme ces observations. En effet, dans cette étude, ils ont 

généré plusieurs antagonistes constitués de différentes combinaisons de domaines du LIFR 

associés aux domaines D2 et D3 de gp130 (domaine CBD). Ils ont par exemple construit des 

antagonistes constitués des domaines D1 à D3 ou des domaines D2 à D5 du LIFR. Les 
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combinaisons possibles testées montrent que les domaines D1 à D5 du LIFR (domaines CBD 

et « Ig-like ») sont nécessaires pour une inhibition maximale de l’activité du LIF. 

 Une comparaison du modèle des « cytokine-traps » avec le modèle de l’antagoniste de 

l’IL-6 généré par l’équipe de Peter Heinrich met en évidence que ce dernier semble être le 

plus performant. En effet, ils suggèrent que leur antagoniste exerce une activité neutralisante 

dix fois supérieure à celle de l’hétérodimère gp130s-Fc/IL-6Rαs-Fc. Cependant, cette 

observation n’est fondée que sur des calculs de ratios cytokine/antagoniste à partir 

d’expériences réalisées indépendamment. Des expériences supplémentaires, en testant 

simultanément les deux antagonistes, seraient nécessaires afin de confirmer cette observation. 

Un autre avantage de ce modèle qui a attiré notre attention est la purification. En effet, la 

présence du fragment Fc induit des dimérisations souhaitées mais également non souhaitées. 

Ainsi, concernant l’antagoniste de l’IL-6, il est nécessaire de séparer l’hétérodimère gp130s-

Fc/IL-6Rαs-Fc des homodimères gp130s-Fc ou IL-6Rαs-Fc. Il existe également une 

construction similaire où les formes solubles de gp130 et de l’IL-6Rα sont disposées de 

manière linéaire permettant ainsi d’obtenir un homodimère gp130s-IL-6Rαs-Fc. Cependant, 

des questions se posent quant à l’encombrement stérique et à la flexibilité de cette molécule 

chimérique. En effet, cette protéine est constituée de l’intégralité des régions extracellulaires 

de chaque chaîne réceptrice multipliée par deux du fait de la dimérisation. L’ensemble de ces 

observations nous a amenés à choisir le modèle mis au point par l’équipe de Peter Heinrich, 

afin de générer des antagonistes de l’IL-31 et de l’OSM. 

 Nous avions démontré l’existence d’une forme soluble de l’OSMR qui exerce, en 

combinaison avec la forme soluble de gp130, des activités antagonistes vis-à-vis de l’OSM 

(368). Afin de potentialiser cette capacité d’inhibition, nous avons généré une protéine de 

fusion, appelée OSMR-L-GPL, constituée d’une part des domaines CBD et « Ig-like » de 

l’OSMR et d’autre part des domaines CBD et « Ig-like » de gp130. Nous avons utilisé le 

peptide de liaison correspondant à la partie extracellulaire proximale à la région 

transmembranaire de l’IL-6Rα. Dans un premier temps, nous avons vérifié l’interaction 

spécifique de cet antagoniste avec l’OSM. OSMR-L-GPL se fixe à l’OSM mais pas à l’IL-31, 

cytokine qui intéragit également avec l’OSMR. Nous avons également démontré par 

cytométrie de flux que l’antagoniste inhibe la fixation de l’OSM sur les cellules. De plus, 

nous avons mis en évidence l’activité antagoniste de la protéine de fusion dans des 

expériences de signalisation cellulaire tout en confirmant sa spécificité. En effet, l’antagoniste 

inhibe l’activation induite par l’OSM mais il n’a aucun effet sur celle induite par les autres 
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cytokines de la famille telles que le LIF ou l’IL-6. L’antagoniste s’est également révélé 

efficace dans des tests d’inhibition de la prolifération cellulaire. En parallèle, nous avons 

généré un antagoniste de l’OSM murine sur le même modèle structural. L’antagoniste de 

l’OSM humaine étant sans effet sur la protéine murine, de manière similaire l’antagoniste de 

l’OSM murine s’est révélé sans effet sur la cytokine humaine. Ces résultats ont été observés à 

partir d’expériences de coprécipitations et de signalisation cellulaire. Nous disposons ainsi 

d’un outil afin de réaliser des études in vivo. En effet, il a été montré que l’OSM semble être 

impliquée dans différentes pathologies telles que l’asthme, l’arthrite rhumatoïde ou le 

psoriasis et il serait intéressant de tester l’antagoniste dans ces modèles de pathologies chez la 

souris. Des tests préliminaires ont été réalisés, à Poitiers dans l’équipe du Dr. Jean-Claude 

Lecron, chez la souris dans un modèle de cicatrisation où l’OSM serait impliquée. Cependant, 

des expériences complémentaires sont nécessaires avant de conclure sur l’activité de 

l’antagoniste dans ce modèle. 

 Nous avons réalisé une étude similaire portant sur la génération d’un antagoniste de 

l’IL-31. Ce dernier est constitué des domaines CBD et « Ig-like » de l’OSMR ainsi que du 

domaine CBD de GPL. Nous avons démontré, par des expériences de co-précipitation, une 

interaction spécifique de l’antagoniste avec l’IL-31, sans réactivité croisée avec l’OSM. Des 

expériences de signalisation et de prolifération cellulaires ont confirmé cette spécificité tout 

en mettant en évidence le fort potentiel antagoniste de notre protéine de fusion. Nous avons 

ainsi validé cet antagoniste in vitro et, afin de réaliser des études in vivo, nous avons 

également généré un antagoniste de l’IL-31 murine. En effet, comme nous l’avons vu 

précédemment, cette cytokine présente une grande spécificité d’espèce et il était donc 

nécessaire de générer cet antagoniste murin. Des expériences de co-précipitations ont 

confirmé l’interaction de l’antagoniste humain avec la cytokine humaine mais pas avec la 

cytokine murine, et inversement. 

 Différentes perspectives peuvent être envisagées afin de tester cet antagoniste in vivo. 

La première idée est de le tester dans des modèles de dermatite atopique chez la souris. Il 

existe différents modèles de cette pathologie. Une surexpression de l’IL-31 a été mise en 

évidence dans les souris NC/Nga lors du développement de la maladie. Il serait donc 

intéressant d’évaluer le potentiel thérapeutique de l’antagoniste dans ce modèle. Nous 

pourrions également utiliser des modèles dans lesquels la pathologie est induite par des 

haptènes. Ces modèles sont intéressants car il est possible de mimer l’hétérogénéité des 

inflammations chroniques en modifiant les haptènes ou les souches de souris. En effet, 

l’utilisation de 2,4,6-trinitrochlorobenzene dans les souris Balb/c, connues pour avoir une 
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tendance à développer des réponses Th2, mime une dermatite atopique extrinsèque (taux 

d’IgE élevée). A l’inverse, l’utilisation d’oxazolone dans des souris C57/BL6, connues pour 

leur tendance à développer des réponses Th1, mime une dermatite atopique intrinsèque (taux 

d’IgE normal). L’IL-31 est une cytokine préférentiellement produite par les lymphocytes Th2 

mais elle semble être impliquée dans la forme intrinsèque de la maladie. Il serait donc 

intéressant de tester l’antagoniste dans ces deux modèles. Ces études in vivo nous 

permettraient également de déterminer les facteurs pharmaco-cinétiques, tels que la demie-vie 

de nos antagonistes afin de mieux évaluer leur potentiel thérapeutique. Une autre perspective 

envisagée est la génération de souris transgéniques exprimant l’antagoniste de façon 

spécifique au niveau de la peau. Ces souris nous permettraient de mieux déterminer les rôles 

de l’IL-31 au niveau du système cutané.  

 En parallèle à l’analyse fonctionnelle de l’antagoniste de l’IL-31, nous avons 

également mis en évidence une nouvelle activité de cette cytokine. En effet, elle semble être 

impliquée dans le développement tumoral de manière similaire à l’OSM. 

3. Effets cytostatiques de l’OSM et de l’IL-31 : implication de la voie de signalisation 

STAT4 ?

 Comme nous l’avons vu dans l’introduction, l’OSM exerce des activités cytostatiques 

sur des lignées tumorales en particulier des mélanomes, des carcinomes de poumons, des 

neuroblastomes et des glioblastomes. Cet effet cytostatique implique un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1 grâce à l’induction d’inhibiteurs du cycle. De plus, l’OSM peut 

également favoriser l’apoptose de certaines cellules tumorales telles que des ostéosarcomes 

(327). Cependant, le rôle de l’OSM dans le développement tumoral n’est pas encore 

totalement élucidé. En effet, cette cytokine pourrait également exercer des activités pro-

tumorales en favorisant l’angiogénèse et le développement de métastases. D’autre part, elle 

favorise la prolifération des cellules de sarcome de Kaposi de patients atteints du VIH et serait 

ainsi impliquée dans la progression de la maladie ainsi que dans le maintien du phénotype 

transformé de ces cellules. La plupart de ces observations a été faite à partir d’expériences 

réalisées in vitro et finalement, il existe peu d’études in vivo concernant les effets de l’OSM 

sur le développement tumoral. Une première étude démontre les effets anti-tumorigéniques de 

l’OSM sur des gliomes (312). Une autre étude met en évidence que l’OSM inhibe le 

développement de métastases pulmonaires dans un modèle d’induction de mélanomes (369). 



DISCUSSION 

104

Enfin, une étude semble montrer l’effet bénéfique de l’OSM, utilisée en thérapie génique, 

dans un modèle d’adénocarcinome pulmonaire (370). L’ensemble de ces résultats confirme 

que l’OSM est un facteur à considérer en application clinique. Par conséquent, il faut 

approfondir les connaissances relatives à cette cytokine en particulier grâce à des études in 

vivo afin d’évaluer son potentiel thérapeutique mais également les effets secondaires 

éventuels. 

 Connaissant les propriétés cytostatiques de l’OSM et étant donné que cette dernière 

partage une chaîne réceptrice avec l’IL-31, nous avons évidemment émis l’hypothèse que 

l’IL-31 pourrait également être impliquée dans le développement tumoral. Nous avons donc 

testé son activité sur différentes lignées tumorales et nous avons ainsi mis en évidence son 

activité cytostatique en particulier sur des glioblastomes. En effet, de manière similaire à 

l’OSM, elle inhibe la prolifération des lignées GO-G-UVM et U87MG. De plus, elle induit 

également des modifications morphologiques. A l’inverse, elle n’a aucun effet sur la lignée 

T98G, contrairement à l’OSM qui inhibe fortement la prolifération de ces cellules. Ces effets 

contradictoires peuvent s’expliquer par la distribution des chaînes réceptrices. En effet, les 

lignées GO-G-UVM et U87MG expriment gp130, OSMR et GPL de manière équivalente. En 

ce qui concerne la lignée T98G, elle exprime fortement gp130 et OSMR mais très faiblement 

GPL. D’après des résultats préliminaires, il semble que l’effet de l’IL-31 sur la prolifération 

n’implique pas une apoptose des cellules mais un arrêt du cycle cellulaire en phase GO/G1, 

comme cela a été décrit pour l’OSM. 

 Au vu des données bibliographiques concernant l’implication des voies de 

signalisation dans l’activité cytostatique de l’OSM, nous avons émis une nouvelle hypothèse 

impliquant une activation de la voie STAT4. En effet, aucune voie de signalisation, décrite à 

ce jour comme étant activée par l’OSM, ne permet d’expliquer cette activité cytostatique. Une 

première étude semblait démontrer l’implication des STATs, et plus particulièrement de 

STAT3, dans l’activité cytostatique de l’OSM sur la lignée de mélanome A375 (305). 

Cependant, des études sur les gliomes réalisées par un même groupe donnent des résultats 

complètement contradictoires. En effet, ils suggéraient dans leur première étude que les voies 

de signalisation Jak/STAT et des MAPKs étaient impliquées dans l’effet cytostatique de 

l’OSM sur les gliomes (307). Ensuite, ils ont suggèré que ces voies n’étaient pas suffisantes 

pour expliquer cet effet (371). Et enfin, ils ont démontré dans une dernière étude que 

l’inhibition de la prolifération, induite par l’OSM dans des glioblastomes, ne dépendait ni de 

STAT3, ni des MAPKs (372). L’ensemble de ces observations nous a amenés à supposer 
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l’implication d’une voie de signalisation encore jamais décrite comme étant activée par 

l’OSM. 

 Nous avons ainsi mis en évidence que STAT4 était exprimé dans de nombreux tissus 

et de nombreuses lignées tumorales. Nous avons également démontré une activation de 

STAT4 en réponse à l’OSM mais également en réponse à l’IL-31, dans différentes lignées de 

glioblastomes. Cependant, ces données sont totalement nouvelles car l’expression de STAT4 

est décrite à ce jour comme étant restreinte à certains tissus et particulièrement aux tissus 

lymphoïdes et myéloïdes. Ses principaux activateurs décrits sont l’IL-12 et l’IL-23, mais 

également dans une certaine mesure l’IL-2, l’IL-15, l’IL-21, l’IL-27 et les IFNs de type I. Les 

premières études concernant les souris déficientes en STAT4, ont démontré que ce facteur de 

transcription était nécessaire pour les réponses biologiques induites par l’IL-12, en particulier 

pour la production d’IFN-γ. Il est également impliqué dans la différenciation des lymphocytes 

Th1 et dans l’expression de gènes spécifiques des réponses Th1 (373). Ainsi, les souris 

déficientes en STAT4 sont protégées des réponses inflammatoires localisées, induites par les 

lymphocytes T, dans des modèles de maladies autoimmunes telles que la sclérose en plaques 

ou l’arthrite. A l’inverse, ces souris sont évidemment plus sensibles aux infections, en 

particulier bactériennes et parasitaires, du fait de leur déficience en réponses Th1. Ces 

résultats ont été confirmés en partie chez l’homme puisqu’il a été démontré que des patients, 

avec un défaut de translocation nucléaire de STAT4, présentent des infections récurrentes. La 

majorité des études portant sur STAT4 est donc ciblée autour de ces axes de recherche et 

seulement une étude à ce jour porte sur l’implication de ce facteur dans le cancer. Cette étude 

démontre que les souris STAT4-/- sont plus susceptibles au développement de lymphomes 

thymiques dans un modèle par induction chimique : STAT4 jouerait donc un rôle dans le rejet 

de tumeurs par l’intermédiaire des lymphocytes Th1 (374). Notre hypothèse, selon laquelle 

les effets cytostatiques de l’OSM et de l’IL-31 sont dépendants de STAT4, rejoindrait ces 

observations. 

Nous avons testé les cytokines de la famille de l’IL-6 et de l’IL-12 sur des lignées de 

glioblastomes, afin d’identifier les cytokines capables d’induire l’activation de STAT4. Ainsi, 

l’OSM et l’IL-31 semblent être les principales cytokines activatrices de STAT4 dans ces 

lignées. Nous avons ensuite observé une très forte corrélation entre l’activation de STAT4 et 

l’effet cytostatique induit par l’OSM et l’IL-31. En effet, lorsque ces deux cytokines activent 

STAT4, elles inhibent également la prolifération de cellules telles que les lignées GO-G-

UVM et U87MG. En ce qui concerne la lignée T98G, seule l’OSM active STAT4 et exerce 

également un effet cytostatique. De plus, en étudiant l’activation de STAT3, nous n’avons pas 
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observé de telle corrélation. En effet, le LIF n’induit pas l’activation de STAT4 mais celle de 

STAT3 et il n’exerce pas d’activité cytostatique sur ces lignées. Ainsi, nous en avons déduit 

que l’OSM et l’IL-31 inhibent la prolifération des cellules indépendamment de l’activation de 

STAT3. 

Dans un premier temps, nous avons souhaité confirmer l’activation de STAT4 par 

différentes expériences afin de s’affranchir d’une éventuelle crossréactivité avec STAT3. 

Ainsi, nous avons démontré l’activation de STAT4 par western-blot et également par des 

expériences de gène rapporteur. Afin de confirmer ces observations et d’étudier les activations 

de ces facteurs de transcription d’un point de vue moléculaire, nous avons étudié les tyrosines 

impliquées dans l’activation de STAT3 ou de STAT4 respectivement, à l’aide de récepteurs 

chimériques. Ces derniers sont constitués des parties extracellulaires des chaînes réceptrices α

et β de l’IL-5 associées aux parties intracellulaires, de l’OSMR ou de GPL, dont les tyrosines 

ont été mutées en alanine. Nous avons réalisé différentes combinaisons afin de déterminer les 

tyrosines essentielles à l’activation de STAT3 ou de STAT4 par l’IL-31. Ainsi, nous avons 

démontré que les activations de STAT3 et de STAT4 ne nécessitent pas les mêmes tyrosines. 

En effet, l’activation de STAT3 est inhibée lorsque les tyrosines 917 et 945 de l’OSMR sont 

mutées ainsi que les tyrosines 683 et 721 de GPL. Ces résultats sont partiellement 

contradictoires avec une étude réalisée par l’équipe de Peter Heinrich dans laquelle ils ont 

identifié seulement la tyrosine 721 sur GPL comme principal site pour l’activation de STAT3 

(351). Cependant, leur modèle est différent puisqu’ils ont étudié un hétérodimère constitué de 

des domaines intracellulaires de gp130 et  de GPL alors que nous avons utilisé un 

hétérodimère constitué des domaines intracellulaires de l’OSMR et de GPL. Ainsi, notre 

modèle est basé sur le récepteur d’une cytokine connue, l’IL-31. A l’inverse, ils ont 

reconstitué un récepteur non décrit et aucune cytokine n’a été identifiée à ce jour comme 

ligand de ce récepteur. Par conséquent, ce récepteur n’existe peut-être pas naturellement. 

Concernant l’activation de STAT4 par l’IL-31, nous avons mis en évidence qu’elle nécessitait 

les mêmes tyrosines que STAT3 sur l’OSMR mais seulement la tyrosine 721 sur GPL.  

Dans un deuxième temps, le but de l’étude était de démontrer que cette activation de 

STAT4 est à l’origine des effets cytostatiques de l’OSM et de l’IL-31. Pour cela, nous avons 

cloné STAT4 dans un vecteur d’expression afin d’induire son activation constitutive, par 

transfection stable, dans des lignées de glioblastomes sensibles à l’OSM ou sensibles à l’OSM 

et à l’IL-31. Nous avons ainsi transfecté les lignées GO-G-UVM, U87MG et T98G avec le 

plasmide codant pour STAT4. Nous avons alors observé que la transfection de STAT4 dans 

ces lignées entraînait la mort des cellules en particulier de la lignée T98G. En effet, aucun 
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clone exprimant le plasmide codant pour STAT4 n’a émergé. Concernant les deux autres 

lignées, nous avons obtenu des clones en particulier avec la lignée GO-G-UVM. Ces résultats 

peuvent s’expliquer par les données de PCR quantitative concernant l’expression de STAT3 

et STAT4 dans ces trois lignées. En effet, ces trois lignées expriment STAT3 de manière 

équivalente alors que l’expression de STAT4 est différente selon les lignées. Une expression 

très faible de STAT4 est ainsi observée dans la lignée T98G comparée aux deux autres 

lignées. Ainsi, une forte expression de STAT4 dans des cellules ne l’exprimant pas ou 

presque pas de façon naturelle entraîne la mort des cellules. STAT4 aurait donc un rôle dans 

l’inhibition du développement tumoral. Cette observation a été confirmée par l’étude de la 

lignée GO-G-UVM transfectée avec le plasmide codant pour STAT4. En effet, cette 

surexpression a induit une activation constitutive de cette protéine corrélée à une importante 

inhibition de la prolifération de ces cellules, comparées aux cellules non transfectées. Nous 

envisageons actuellement de transfecter de façon transitoire les cellules avec des plasmides 

codant pour STAT3 ou STAT4 afin d’étudier les activités précoces de ces facteurs de 

transcription. En effet, STAT4 semble entraîner la mort des cellules à moyen ou à long 

termes, il nous faut donc étudier ses effets à court terme. Nous testerons ensuite l’effet de ces 

transfections transitoires sur la prolifération naturelle des cellules. 

Différentes perspectives ont alors été envisagées afin d’inhiber STAT4. Sa localisation 

cytoplasmique et/ou nucléaire ne facilite pas l’utilisation d’anticorps neutralisants. D’après les 

données bibliographiques, le seul inhibiteur naturel spécifique de STAT4 est une protéine de 

la famille des PIAS appelée PIASx (241). En effet, il a été démontré que la surexpression de 

cette protéine dans les cellules Kit225 inhibe leur capacité à répondre à l’IL-12. Nous avons 

ainsi cloné cette protéine afin d’inhiber STAT4 et d’étudier les conséquences de cette 

inhibition. Les expériences sont en cours de réalisation mais des résultats préliminaires ne 

semblent pas confirmer la capacité de PIASx à inhiber STAT4. Nous avons donc envisagé 

une autre méthode afin d’inhiber STAT4 : il s’agit d’amorces anti-sens. Nous avonc donc 

choisi des amorces anti-sens pour STAT4 mais également des amorces anti-sens pour STAT3. 

Les expériences sont également en cours de réalisation et d’après des résultats préliminaires, 

nous avons observé que l’activation de STAT3 est indispensable à la prolifération et à la 

survie des cellules. En effet, les primers anti-sens inhibant STAT3 induisent une très forte 

diminution de la prolifération des cellules. Concernant les primers anti-sens inhibant STAT4, 

ils n’induisent pas cet effet sur les cellules. Nous testons actuellement l’effet de ces amorces 

dans des expériences de prolifération afin de déterminer si le fait d’inhiber STAT4 réverse 

l’activité cytostatique des cytokines. 
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Nous envisageons d’étudier l’implication de STAT4, mais également de l’IL-31, in vivo

dans le développement tumoral. Pour cela, nous allons utiliser un modèle d’induction de 

tumeurs, par injection sous-cutanée de cellules tumorales humaines, dans des souris Nude. 

Nous avons donc testé dans ce modèle les lignées de glioblastomes sensibles à l’IL-31, c’est-

à-dire les lignées GO-G-UVM et U87MG, afin d’évaluer leur capacité à induire des tumeurs. 

Les deux lignées se sont révélées efficaces dans l’induction de tumeurs chez la souris. Afin 

d’étudier leurs effets in vivo, nous avons réalisé la construction de vecteurs permettant 

d’induire l’expression de l’IL-31, de STAT4 ou de l’OSM en réponse à la doxycycline. Ces 

constructions sont testées in vitro actuellement afin de vérifier l’induction de l’expression de 

ces différentes protéines dans la lignée GO-G-UVM. Nous avons choisi de tester également 

l’activité de l’OSM in vivo car une étude a préalablement démontré son activité 

antitumorigénique in vivo en utilisant le même modèle de vecteur inductible. Ainsi, nous 

disposerons d’un contrôle positif pour nos expériences.  

Une dernière perspective envisagée est l’étude de l’implication de STAT4 dans le 

développement tumoral en utilisant les souris déficientes en STAT4. En effet, il serait 

intéressant d’utiliser un modèle d’induction de tumeurs, par exemple par induction chimique, 

afin de confirmer que les souris STAT4-/- sont plus susceptibles au développement de 

tumeurs comme cela a préalablement été démontré dans un modèle de lymphome thymique 

(374). Cependant, il est connu que ces souris présentent une déficience en lymphocytes Th1 

effecteurs qui sont importants pour la génération de lymphocytes T CD8+. Ces derniers sont 

essentiels dans les réponses immunitaires anti-tumorales. Ainsi, cette déficience pourrait 

également être à l’origine de la susceptibilité plus importante de ces souris à l’induction de 

tumeurs. Il sera donc nécessaire de déterminer le rôle exact de STAT4 dans ce développement 

tumoral en envisageant par exemple de rétablir une réponse Th1 fonctionnelle chez ces souris. 

Ces expériences nous permettraient d’évaluer la part de la réponse Th1 dans les effets anti-

tumoraux médiés par STAT4 et ainsi de déterminer si l’activation de STAT4 par des 

cytokines exerce également un rôle direct sur les cellules tumorales en inhibant leur 

prolifération. Il est également possible d’envisager des expériences in vivo avec les primers 

anti-sens chez des souris sauvages. Une étude similaire a été réalisée, en injectant par voie 

intra-veineuse les amorces anti-sens, afin d’évaluer le potentiel thérapeutique du blocage de 

STAT4 chez la souris dans un modèle d’arthrite (375). Ce traitement inhibe ainsi les signes 

cliniques et histopathologiques de la maladie. De nombreux outils sont donc disponibles pour 

analyser les effets de STAT4 in vivo et nous permettent ainsi d’envisager une étude in vivo

approfondie de l’implication de ce facteur de transcription dans le développement tumoral. 
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L’ensemble de mon travail de thèse montre donc l’implication de l’OSM et de l’IL-31 

dans des pathologies cutanées, telles que le psoriasis ou la dermatite atopique, et par 

conséquent l’intérêt de générer des antagonistes de ces deux cytokines dans des perspectives 

thérapeutiques. En s’appuyant sur la connaissance des récepteurs mis en jeu, nous avons ainsi 

généré des antagonistes puissants et spécifiques pour ces deux cytokines. Après leur 

validation in vitro, nous envisageons actuellement de les tester in vivo. 

L’IL-31 est une cytokine récemment identfiée et par conséquent, peu connue. Afin 

d’étendre les connaissances relatives à cette cytokine, nous avons identifié et cloné la protéine 

de rat. Nous disposons ainsi d’un nouveau modèle d’étude in vivo de l’IL-31. Nous avons 

également mis en évidence son activité cytostatique sur des lignées tumorales, de manière 

similaire à l’OSM, avec une implication du facteur de transcription STAT4. Cette dernière 

étude met en évidence de nouvelles cibles pour le développement de thérapies anti-

cancéreuses et elle ouvre de nouvelles perspectives dans l’étude de STAT4 en démontrant que 

ce facteur de transcription n’est pas restreint aux cellules hématopoïétiques. 
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Article 1

Oncostatin M secreted by skin infiltrating T lymphocytes is a potent keratinocyte activator 

involved in skin inflammation.

Boniface K., Diveu C., Morel F., Pedretti N., Froger J., Ravon E., Garcia M., Venereau E., 

Preisser L., Guignouard E., Guillet G., Dagregorio G., Pène J., Moles JP., Yssel H., Chevalier 

S., Bernard FX., Gascan H., Lecron JC. 

J.Immunol. 2007 Apr 1;178(7):4615-22. 

1. Effets pro-inflammatoires de l’OSM sur les kératinocytes

 Dans un premier temps, nous avons analysé l’expression des récepteurs de l’OSM par 

les kératinocytes. Une analyse par PCR quantitative montre que ces cellules expriment le 

récepteur de type II de l’OSM (gp130 et OSMR) mais pas, ou très faiblement, le récepteur de 

type I (gp130 et LIFR) (Figure 1A). Ces résultats ont été confirmés par des expériences de 

cytométrie en flux et des western-blots (Figures 1B et C). Dans ces cellules, l’OSM induit la 

phosphorylation de STAT3 et des MAPK (Figure 1D, et G). A l’inverse, le LIF n’a aucun 

effet sur la phosphorylation de STAT3 (Figure 1F). L’utilisation d’anticorps neutralisants 

gp130 ou OSMR inhibe la phosphorylation de STAT3 en réponse à l’OSM (Figure 1E). Ces 

résultats démontrent donc l’expression du récepteur de type II par les kératinocytes ainsi que 

son implication dans la signalisation induite par l’OSM. 

 Nous avons ensuite étudié le profil transcriptionnel induit par l’OSM dans les 

kératinocytes et dans les épidermes reconstitués (Figure 2). L’OSM stimule fortement 

l’expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans la réponse inflammatoire et 

les défenses anti-microbiennes telles que S100A7, S100A8, S100A9, la β-défensine 2, le 

TGF-β et la CK6. Elle augmente également l’expression de gènes associés au chimiotactisme 

(IL-8, ENA-78 et MIP-2α). A l’inverse, elle inhibe l’expression de gènes impliqués dans la 

différenciation des kératinocytes (CK1, CK10, filaggrine, involucrine et loricrine). Ces 

observations ont été confirmées par PCR quantitative, western-blots ou dosages ELISA 

(Figure 3). De plus, l’OSM augmente la production de VEGF (Figure 3E), suggérant un rôle 

dans l’angiogénèse. 

 Nous avons ensuite analysé la fonctionnalité de l’OSM dans un modèle de 

cicatrisation in vitro et dans des épidermes reconstitués. L’OSM stimule la migration des 
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kératinocytes, suggérant l’implication de cette cytokine dans la cicatrisation (Figure 4). Elle 

induit également un épaississement des épidermes reconstitués in vitro. Ces observations sont 

corrélées avec une diminution de l’expression des marqueurs de différenciation CK10 et 

filaggrine, et une augmentation de l’expression de S100A7 (Figure 5). Ces résultats 

confirment donc les observations précédentes. 

2. Implication de l’OSM et de son récepteur de type II dans le psoriasis

 Dans les kératinocytes, l’OSM augmente l’expression de protéines impliquées dans 

l’inflammation, le chimiotactisme et les défenses anti-microbiennes. A l’inverse, elle diminue 

l’expression de protéines associées à la différenciation des kératinocytes. De plus, elle induit 

un phénotype cutané inflammatoire ressemblant aux lésions psoriasiques. Nous avons alors 

comparé l’expression de l’OSM et de ses récepteurs dans des peaux saines et dans des lésions 

cutanées psoriasiques. Comme le montre la figure 6A, ces lésions sont caractérisées par un 

épaississement de l’épiderme et une surexpression de S100A7. Des études 

d’immunohistochimie montrent une plus forte expression de l’OSMR dans les lésions de 

patients atteints de psoriasis (ou de dermatite atopique) comparés à des sujets sains. En ce qui 

concerne l’OSM, elle est détectée dans les lésions psoriasiques mais pas dans les peaux saines 

(Figure 6B). Les lymphocytes T représentent une source importante d’OSM. Nous avons donc 

étudié la capacité des lymphocytes T, infiltrant les lésions psoriasiques, à produire cette 

cytokine. Après une expansion in vitro et une activation par des anti-CD3, anti-CD-28 et de 

l’IL-2, nous avons dosé la production d’OSM par ELISA. Les lymphocytes T infiltrant les 

lésions produisent des quantités plus importantes d’OSM que les lymphocytes T 

périphériques issus des mêmes patients ou de sujets sains. 

 Afin de replacer l’OSM dans le réseau de cytokines impliquées dans la 

physiopathologie du système cutané, nous avons testé l’activité de 33 cytokines sur les 

kératinocytes (Figure 7). Nous avons ainsi montré que l’OSM est l’une des cytokines les plus 

actives avec l’IL-17 et le TNF-α et que ces trois cytokines agissent en synergie. 

 Cette étude suggère donc que l’OSM joue un rôle important dans l’initiation et/ou le 

maintien de la réponse cutanée inflammatoire mais également dans les processus de 

cicatrisation. 
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Cutaneous inflammatory diseases such as psoriasis vulgaris and atopic dermatitis are associated with altered keratinocyte func-

tion, as well as with a particular cytokine production profile of skin-infiltrating T lymphocytes. In this study we show that normal

human epidermal keratinocytes express a functional type II oncostatin-M (OSM) receptor (OSMR) consisting of the gp130 and

OSMRb components, but not the type I OSMR. The type II OSMR is expressed in skin lesions from both psoriatic patients and

those with atopic dermatitis. Its ligand, OSM, induces via the recruitment of the STAT3 and MAP kinase pathways a gene

expression profile in primary keratinocytes and in a reconstituted epidermis that is characteristic of proinflammatory and innate

immune responses. Moreover, OSM is a potent stimulator of keratinocyte migration in vitro and increases the thickness of a

reconstituted epidermis. OSM transcripts are enhanced in both psoriatic and atopic dermatitic skin as compared with healthy skin

and mirror the enhanced production of OSM by T cells isolated from diseased lesions. Results from a microarray analysis

comparing the gene-modulating effects of OSM with those of 33 different cytokines indicate that OSM is a potent keratinocyte

activator similar to TNF-a, IL-1, IL-17, and IL-22 and that it acts in synergy with the latter cytokines in the induction of S100A7

and b-defensin 2 expression, characteristic of psoriatic skin. Taken together, these results demonstrate that OSM and its receptor

play an important role in cutaneous inflammatory responses in general and that the specific effects of OSM are associated with

distinct inflammatory diseases depending on the cytokine environment. The Journal of Immunology, 2007, 178: 4615–4622.

T
he skin is a large and complex tissue providing a protec-

tive interface between the organism and its environment.

The epidermis forms the regenerating outer surface of the

skin and consists of multiple layers of specialized epithelial cells,

the keratinocytes. In response to stress or injury, keratinocytes re-

lease signaling molecules that modulate the expression of cell sur-

face receptors and modify their cytoskeleton morphology, thereby

altering their proliferative and migratory capacities. These changes

are closely associated with an inflammatory response that leads to

either wound healing or defense against microbial infection, and

often leading to chronic disease. Among the most common inflam-

matory skin diseases in the Western population are psoriasis vul-

garis and atopic dermatitis. Although the mechanisms underlying

their pathogeneses are different, both disorders are associated with

keratinocyte hyperplasia, proliferation, and altered differentiation

as well as with the presence of increased numbers of T cells in the

lesions secreting a wide variety of cytokines. It is generally ac-

cepted that immune responses in atopic dermatitis are associated

with the activity of cytokines secreted by Th2 lymphocytes that

contribute to the high IgE levels and eosinophilia characteristic of

this condition. In contrast, the immune response in psoriasis is

mediated by Th1 and most likely by Th17 cells (1) that secrete

inflammatory cytokines and are furthermore associated with local

neutrophil infiltration. Interestingly although both skin diseases are

characterized by defective skin barriers, patients with atopic der-

matitis, in contrast to those with psoriasis, suffer from frequent

serious skin infections (2) that are associated with a particular gene

expression profile in epidermal keratinocytes (3).

Oncostatin M (OSM)4 is a member of the IL-6 family of cyto-

kines, which are multifunctional proteins involved in immunity,

hemopoiesis, bone modeling, and inflammatory processes. Mainly

secreted by activated T cells, monocytes, and dendritic cells, OSM
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is a proinflammatory mediator that strongly triggers acute phase

protein synthesis by liver cells (4, 5). Many of its biological func-

tions are also shared with the leukemia inhibitory factor (LIF),

another IL-6 family member. These shared and specific functions

of OSM are explained by the existence of two types of OSM re-

ceptor (OSMR) complexes. In addition to the common LIF/OSM

type I receptor complex composed of the gp130 and LIF receptor

b (LIFRb) subunits, OSM also specifically recognizes a type II

receptor in which the gp130 receptor chain is associated with the

OSMR b-chain (6–8). The OSM-induced signaling cascade in-

volves activation of certain Janus kinases (JAK1, JAK2, and Tyk2)

and signal transducers and activators of transcription (STAT1 and

STAT3), as well as MAPK pathways (9). The OSMR b subunit is

mainly expressed by fibroblasts, endothelial, hepatic, lung, and

hemopoietic cells, and it has been reported that OSMRb can be

also recruited by IL-31, a recently identified cytokine with skin

tropism (10).

In the present study we have determined the expression of both

OSMR and OSM in the lesions of cutaneous inflammatory dis-

eases and have investigated the effect of OSM on keratinocytes in

vitro and in vivo by analyzing a gene expression profile specifi-

cally selected to study keratinocyte structure and function (11). We

show that the expression of the type II, but not the type I OSMR,

is enhanced in both psoriatic and atopic dermatitic lesions and that

OSM-induced, STAT3-mediated keratinocyte alteration is associ-

ated with cutaneous inflammatory responses.

Materials and Methods
Cell culture

All of our studies involving human tissues were reviewed and approved by
the institutional ethics committee on human experimentation “Comité Con-
sultatif de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale” of the
Région Poitou-Charentes. Normal human epidermal keratinocytes (NHEK)
were obtained and cultured as described previously (12). A keratinocyte
migration assay was performed as described previously (13). In vitro re-
constituted human epidermis (RHE) was purchased from SkinEthic Lab-
oratories (14). Skin-infiltrating or peripheral blood T cells were expanded
using Expander beads (Invitrogen Life Technologies) as described previ-
ously (15, 16). For cytokine production, 2 3 106 T cells/ml were activated
with immobilized anti-CD3 mAb, anti-CD28 mAb, and IL-2 for 24 h and
cytokine production was analyzed by ELISA.

Reagents

Cytokines were purchased from R&D Systems Anti-gp130 (AN-HH1, AN-
HH2, AN-G30), anti-OSMRb (AN-N2, AN-R2, and AN-V2), and anti-LIFRb

(AN-E1) mAbs were produced in the laboratory, and the neutralizing anti-
OSMRb Ab (XR-M70) came from Immunex. Polyclonal anti-gp130, anti-
LIFRb, anti-STAT3, anti-S100A8, and anti-S100A9 Abs were from Santa
Cruz Biotechnology; anti-S100A7 and anti-b-tubulin Abs were from Im-
genex and Sigma-Aldrich, respectively; anti-phospho-STAT3, phospho-
MAPK, and MAPK were from Upstate Biotechnology; goat anti-mouse
and anti-rabbit peroxidase-labeled Ig were from CliniSciences; rabbit anti-
goat peroxidase-conjugated Ab was from Sigma-Aldrich; and the anti-
cytokeratin (CK) 10 and anti-filaggrin Abs were from Lab Vision. IL-1b,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, and TNF-a were quantified using the BD
cytometric bead array (BD Biosciences). The detection of OSM, CXCL5,
MIP-3b, CCL17, and vascular endothelial growth factor (VEGF) was con-
ducted using ELISA kits bought from R&D Systems.

Flow cytometric and immunohistochemical analyses

For flow cytometric analyses, cells were incubated with the appropriate
primary mAb (AN-G30, AN-N2, or AN-E1) or with an isotype control
mAb followed by incubation with a PE-conjugated anti-mouse mAb and
analyzed using a BD Biosciences flow cytometer. For immunohistochem-
ical analysis, 10-mm cryostat sections were fixed, permeabilized, and im-
munostained with the relevant primary Ab (AN-R2) and the avidin perox-
idase method (Vector Laboratories). Sections were counterstained with
Mayer’s hematoxylin (Sigma-Aldrich) before mounting.

Gene expression profiling using cDNA arrays

Poly(A)1 RNA enrichment and hybridization to custom Atlas array
membranes displaying 600 cDNAs (11) were performed according to
the manufacturer’s recommendations (Clontech Laboratories) as previ-
ously described (12).
A study of the effects of 33 cytokines on the overall expression of 154

genes of potential interest for skin physiology was performed using kera-
tinocyte designed cDNA microarrays (17).

Quantitative RT-PCR analysis

cDNA was synthesized from 2 mg of total RNA using random hexamer
primers. Quantitative RT-PCR was conducted using the LightCycler
FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I kit (Roche) and the following
primers: gp130 (forward 59-CCGCCACATAATTTATCAGT-39 and
reverse 59-AAGGTCTTGGACAGTGAATG-39); OSMRb (forward

FIGURE 1. Type II OSM receptor expression and OSM-induced sig-

naling pathways in NHEK. A, Quantitative RT-PCR analysis was con-

ducted on total RNA from six independent NHEK cultures. gp130,

OSMRb, and LIFRb mRNA expression levels are shown relative to the

housekeeping GAPDH mRNA. B, Flow cytometric analysis of gp130,

OSMRb, and LIFRb expression on NHEK. The dark gray histograms cor-

respond to the isotype control Ab binding and the light gray histograms to

the detection of gp130, OSMRb, or LIFRb, respectively. C, Western blot

was performed on immunoprecipitated NHEK lysate using anti-gp130, anti-

OSMRb, or anti-LIFRb Abs. The GO-G-UVM glioblastoma cell line was

used as a positive control. D, NHEK were stimulated for 15 min in the

presence or absence of the indicated concentrations of OSM. Phospho-

STAT3 (P-STAT3) and STAT3 protein levels were determined by Western

blotting. E, Cells were incubated for 2 h in the presence of 15 mg/ml

neutralizing anti-gp130 and anti-OSMRb mAbs or an isotype control Ab

before a 15-min stimulation with 50 ng/ml OSM. P-STAT3 and STAT3

were immunodetected as in D. F, NHEK were stimulated for 15 min with

or without 50 ng/ml OSM or LIF. P-STAT3 and STAT3 were immuno-

detected as in D. G, Phospho-ERK (P-ERK) and ERK protein levels were

analyzed by Western blotting in response to a 50 ng/ml OSM stimulation.
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59-AGATTGAACTCCATGGTGAA-39 and reverse 59-GCTTCAAGTGT
GGTGAAGTT-39); LIFRb (forward 59-TCTTGCGAGCCTATACAGAT-
39 and reverse 59-TCTGGATTTGGAATATCAGG-39); S100A7, S100A8
and S100A9 (12), b-defensin 2 (forward 59-GCCATCAGCCATGAGGG
TCTTG-39 and reverse 59-AATCCGCATCAGCCACAGCAG-39); filag-
grin (forward 59-AGGAACAGGCAAGGTCAAGTCCAG-39 and reverse
59-CACGTGTGAACTCTTGGTGGCTCT-39); OSM (forward 59-TCAGT
CTGGTCCTTGCACTC-39 and reverse 59-CTGCAGTGCTCTCTCAGTT
T-39); and GAPDH (forward 59-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-39 and
reverse 59-GAAGATGGTGATGGGATTTC-39) and hydroxymethylbilane
synthase (12) as housekeeping genes.

Western blotting analysis

For STAT3 and MAPK phosphorylation and b-tubulin expression, NHEK
were lysed in SDS sample buffer, submitted to SDS-PAGE, transferred
onto an Immobilon membrane, and stained with the appropriate Ab. The
reaction was visualized by chemiluminescence. To determine the expres-
sion of the gp130, OSMRb, and LIFRb chains, cells were lysed in Brij 96
lysis buffer as described previously (18). Samples were subsequently in-
cubated overnight with the indicated mAbs (AN-G30, AN-V2, or AN-E1),
and the complexes were isolated using protein A beads before being treated
as described above. Analysis of S100A7, S100A8, and S100A9 protein
expression was conducted as previously described (12) on NHEK cultured
in the absence or presence of OSM.

Results
Human keratinocytes express a functional type II OSMR on

their surface

We first studied the expression profile of the type I and type II

OSMR by NHEK by analyzing the expression levels of transcripts

for the gp130, LIFRb, and OSMRb chains. NHEK, established

from six different healthy donors, predominantly expressed

transcripts for OSMRb and gp130, whereas only very faint lev-

els of LIFRb mRNA were detected (Fig. 1A). In agreement with

these results, NHEK were found to express both the gp130 and

OSMRb chains, but no LIFR b subunit, at their cell surfaces as

shown by flow cytometric and Western blotting analyses (Fig.

1, B and C).

Engagement of a functional OSMR results in activation of

STAT3, and therefore we analyzed the capacity of OSM to

induce the activation of this signaling pathway in NHEK. As

shown in Fig. 1D, stimulation of NHEK with OSM strongly

induced tyrosine phosphorylation of STAT3. The addition of

either a neutralizing anti-gp130 or an anti-OSMRb mAb to the

cultures before OSM stimulation resulted in decreased STAT3

phosphorylation (Fig. 1E), indicating that both of the subunits

defining the type II OSMR are involved in OSM-mediated

STAT3 activation in keratinocytes. In contrast, stimulation of

NHEK with LIF, at concentrations ranging from 3 to 100 ng/ml,

did not result in STAT3 activation (Fig. 1F and data not

shown).

Because signaling via the type II OSMR complex is also known

to recruit the MAPK pathway (19), we measured ERK1/2 tyrosine

phosphorylation levels in NHEK. Stimulation of NHEK with OSM

led to a rapid increase in ERK1/2 phosphorylation levels (Fig. 1G).

Taken together, these results demonstrate that human keratinocytes

express a functional type II OSMR complex, but no type I OSMR

complex, on their cell surface.

FIGURE 2. Gene expression pro-

files obtained from OSM-stimulated

NHEK and RHE NHEK or RHE were

cultured in the presence or absence of

10 ng/ml OSM for 24 h. Total RNA

was isolated and used to make 33P-

labeled cDNA probes, which were

hybridized to skin designed array

membranes displaying 600 cDNAs.

The OSM-induced modulation was

expressed as the ratio of the signal in-

tensities for cells treated with OSM

over unstimulated cells.
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OSM modulates the expression of genes associated with human

keratinocyte function

We next analyzed the keratinocyte gene expression profile and its

regulation by OSM using macroarrays composed of cDNAs that

were specifically designed to study keratinocyte structure and

function (11). The results depicted in Fig. 2 are based on the anal-

ysis of transcripts expressed by NHEK, as well as by RHE fol-

lowing a 24-h stimulation with OSM. In both models OSM up-

regulated the expression of 34 and 22 genes, respectively,

encoding proteins involved in structure/metabolism, inflammation/

innate immunity, or tissue remodeling. A major induction of tran-

scripts was observed for genes encoding antimicrobial proteins

such as S100A7-psoriasin and b-defensin 2, as well as S100A8-

calgranulin A, S100A9-calgranulin B, S100 neutrophil protein,

platelet-derived growth factor A, TGF-b, and CK6 (Fig. 2), which

are produced in inflammatory situations. OSM also induced the

transcription of genes associated with chemotaxis such as CXCL5,

IL-8, and MIP-2a, as well as matrix metalloproteinase 1 and te-

nascin, involved in tissue remodeling. In addition, OSM specifi-

cally down-regulated a large set of genes encoding proteins asso-

ciated with adhesion, the extracellular matrix, and keratinocyte

differentiation such as CK1, CK10, calmodulin-like skin protein,

calmodulin-related protein NB1, filaggrin, involucrin, and loricrin.

The expression of selected genes involved in keratinocyte acti-

vation (S100A7, S100A8, S100A9, and b-defensin 2) or differen-

tiation (filaggrin) was further studied by quantitative RT-PCR and

Western blotting analyses. The results corroborated those from the

analysis conducted using macroarrays (Fig. 3, A–D).

The induction of growth factors and cytokine production in re-

sponse to OSM was further studied by immunodetection in culture

supernatants from NHEK or RHE. OSM increased the production

of IL-8 and CXCL5, both chemokines with strong neutrophil che-

moattractant activity (Fig. 3E), whereas the production of chemo-

kines with different cell tropism (MIP-3b and CCL17) was not

affected (data not shown). The production levels of several major

proinflammatory cytokines (IL-1b, IL-6, IL-12p70, and TNF-a)

was not modified by the addition of OSM (data not shown), sug-

gesting that OSM stimulation may lead to a restricted inflamma-

tory response in the epidermis. Finally, the production of VEGF, a

major mediator of angiogenesis, was also induced in response to

OSM (Fig. 3E), suggesting that OSM may contribute to the neo-

vascularization of tissues in the inflammatory skin disease process.

Taken together, these results indicate that, in keratinocytes, OSM

is able to activate the transcription of a number of genes involved

in innate immune responses, inflammation, tissue remodeling, and

angiogenesis.

OSM is a potent inducer of keratinocyte migration and triggers

hyperplasia of the reconstituted human epidermis

Keratinocytes play an important role in both the pathogenesis of

cutaneous inflammatory diseases and the wound-healing process.

We therefore analyzed the functional effects of OSM on human

keratinocytes by using an in vitro wound-healing model, based on

the induction of keratinocyte migration, in which proliferation is

inhibited. As shown in Fig. 4, OSM strongly enhanced the motility

of NHEK to a similar extent as that induced by epidermal growth

factor, which is known to promote the migration of keratinocytes

and was used as a positive control (13).

To extend these observations to a more dynamic model of epi-

dermal differentiation, we investigated the effects of OSM on basal

cell layer proliferation and keratinocyte differentiation using a re-

constituted human epidermis. RHE grown in the absence of OSM

presented a keratinized, multistratified epithelium containing intact

FIGURE 3. Biological effects of OSM on keratinocytes. A, NHEK were

cultured with the indicated OSM concentrations for 48 h and a quantitative

RT-PCR analysis of S100A7 mRNA expression was performed. Results

are expressed as the relative expression of stimulated cells over control

cells. B, NHEK were cultured for the indicated time in the presence of 10

ng/ml OSM and a quantitative RT-PCR analysis of S100A7 mRNA ex-

pression was performed. C, NHEK were cultured with or without 10 ng/ml

OSM for 48 h and a quantitative RT-PCR analysis of S100A8, S100A9,

b-defensin 2, and filaggrin mRNA expression was performed. D, NHEK

were cultured with or without 10 ng/ml OSM for 48 and 96 h. S100A7,

S100A8, and S100A9 protein levels were determined by Western blotting.

E, IL-8, CXCL5, and VEGF concentrations were determined by ELISA or

cytometric bead array analysis in RHE culture supernatants after a 48-h

stimulation with or without 10 ng/ml OSM.

FIGURE 4. OSM induces keratinocyte migration in vitro. In vitro

wounds were conducted in mitomycin-treated confluent NHEK culture and

the keratinocytes were further cultured for 48 h with or without 10 ng/ml

epidermal growth factor or OSM. A, Cell migration to the cell-free area

was assessed as described in Materials and Methods. B, Each bar repre-

sents the mean 6 SEM of migrating keratinocytes counted in four non-

overlapping fields. p, p , 0.001 compared with respective control without

cytokine; based on an unpaired Student t test.
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basal, spinous, granulous, and cornified cell layers and numerous

keratohyalin granules in the upper granular layer (Fig. 5). The

addition of OSM to RHE triggered hyperplasia of the spinous ker-

atinocyte layer, leading to an increase in the overall thickness of

the reconstituted tissue. This effect was accompanied by a decrease

of keratohyalin granules in the granular layer as well as by the pres-

ence of pyknotic nuclei. OSM-treated RHEwere further characterized

by an enhanced expression of S100A7, as well as a down-modulation

of filaggrin and CK10 expression (Fig. 5), in agreement with the gene

expression profile induced by OSM (Fig. 2).

Both type II OSMR expression and OSM production are

enhanced in inflammatory skin diseases

Because OSM was found to be a potent inducer of keratinocyte

motility and to trigger hyperplasia of RHE, suggesting its potential

role in the pathogenesis of inflammatory skin disorders, we deter-

mined the expression of the OSMR b-chain in psoriatic and atopic

dermatitic lesions by immunohistochemical analysis. Lesions of

both pathologies were characterized by a thickened epidermis, a

decreased stratum granulosum, parakeratosis, and a strong up-reg-

ulation of S100A7 expression. In addition to the ubiquitous ex-

pression of gp130 (data not shown), the OSMR b-chain was highly

expressed in lesions from both psoriatic and atopic dermatitic skin,

as compared with healthy tissue (Fig. 6A).

Moreover, both psoriatic and atopic dermatitic lesions contained

elevated levels of OSM mRNA, in contrast to biopsies taken from

healthy skin where the expression of these transcripts was unde-

tectable (Fig. 6B). To determine whether T cells infiltrating cuta-

neous inflammatory sites are a source of OSM, T cells were iso-

lated from skin biopsies, expanded for 10–12 days in culture, and

subsequently analyzed for their capacity to produce OSM. T cells

isolated from the cutaneous lesions of patients with psoriasis or

atopic dermatitis or derived from the peripheral blood of psoriatic

patients produced higher levels of OSM following activation than

peripheral blood-derived T cells from healthy individuals (Fig.

6C). Taken together, our results demonstrate that T cells infiltrat-

ing inflammatory skin lesions are important sources of OSM and

therefore may contribute, via the induction of keratinocyte inflam-

mation, to skin pathology.

OSM is one of the major cytokines involved in keratinocyte

activation and differentiation

Skin inflammation results from the action of a cytokine network in

which OSM is only a single player among many. To more pre-

cisely define the contribution of OSM to this process, its capacity

FIGURE 5. OSM induces the hyperplasia of keratinocytes layers in

RHE in vitro. Histological and immunohistochemical analysis of RHE ei-

ther unstimulated or stimulated with 10 ng/ml OSM for 4 days. RHE were

fixed and embedded in paraffin and 4-mm vertical sections were stained

with H&E or with anti-CK10, anti-filaggrin, or anti-S100A7 mAbs.

FIGURE 6. Expression of OSM and type II OSMR in skin inflamma-

tory diseases. A, Ten-micrometer cryostat sections of skin biopsy from

healthy donors and psoriatic or atopic dermatitic (AD) patients were fixed

and subjected to immunohistochemistry for OSMRb and S100A7. One

experiment representative of four is shown. B, OSM transcripts were PCR

quantified from total RNA extracted from healthy skin and psoriatic or

atopic dermatitic lesional skin (AD skin). C, Lesion-infiltrating T cells or

peripheral blood-circulating T cells were expanded in vitro by one stimu-

lation using anti-CD3 and anti-CD28 mAbs and IL-2. After a 12-day cul-

ture period, cells were stimulated again for 24 h before harvesting the

culture supernatants for OSM determination. The p values were calculated

using the unpaired Student t test. AD, atopic dermatitis.
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to modulate the expression of keratinocyte inflammatory, innate

immunity, and differentiation gene profile was compared with that

of a comprehensive series of 33 cytokines, using microarray

analysis.

The results from this extensive analysis showed that only few

cytokines, i.e., IL-1a and b, IL-6, IL-17, IL-20, IL-22, IL-24, and

TNF-a, were able to induce a gene expression profile in NHEK

comparable to that induced by OSM (data not shown). This finding

was further sustained by quantitative RT-PCR analysis of S100A7

gene expression, showing that induction of this gene was restricted

to the above-mentioned cytokines (Fig. 7A).

We next analyzed in detail the contribution of the most potent

cytokine from each cytokine subfamily to the induction of S100A7

and b-defensin 2 gene expression by quantitative RT-PCR. The

combined effects of IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a, and OSM at a

suboptimal concentration of 1 ng/ml led to a strong synergistic

induction of the expression of analyzed genes (Fig. 7B). Further-

more, by successive elimination, IL-17, TNF-a, and OSM were

identified as the major response-inducing cytokines (Fig. 7B). Fi-

nally, by using in vitro RHE we confirmed that, similarly, the

combination of IL-17, TNF-a, and OSM led to a strong synergistic

induction of S100A7 and b-defensin 2 mRNA expression when

compared with the action of each cytokine alone (Fig. 7C).

Discussion
Psoriasis and atopic dermatitis are the most frequent cutaneous

inflammatory disorders affecting the population in Western coun-

tries. Although they differ in their origin, it is generally accepted

that the pathogenesis of each of these diseases is associated with

immune responses implicating the activity of T cells that reside in

cutaneous inflammatory sites (20). In particular, the production by

these cells of various set of cytokines is involved in the activation,

proliferation, and hyperplasia of keratinocytes that are character-

istics of the chronic cutaneous inflammation observed in these

disorders.

In the present study, we show that OSM secreted by skin-infil-

trating T cells is capable of modulating the expression of a large

number of genes involved in keratinocyte function. These OSM-

induced effects are mediated specifically via the type II OSMR,

composed of the gp130 and OSMRb chains, which is, in contrast

to the type I OSMR, functionally expressed on keratinocytes from

healthy skin, thereby extending a recent report in the literature

(21). Moreover, the expression of the OSMR-chain transcripts is

strongly enhanced both in cutaneous lesions from patients with

psoriasis or atopic dermatitis as compared with that in normal skin,

suggesting an up-regulation of type II OSMR expression under

conditions of cutaneous inflammation.

As shown in the present and previous studies, the interaction of

the type II OSMR with its ligand results in the activation of

STAT3 (22). The critical role of the STAT3 signaling pathway in

the regulation of pathologic skin immune responses and, in par-

ticular, the pathogenesis of psoriasis has been well documented.

Keratinocyte-specific ablation of STAT3 in a conditional trans-

genic mouse model was shown to lead to impaired skin remodeling

because of a decrease in the growth factor-induced migration of

keratinocytes (13). Moreover, transgenic mice expressing a con-

stitutively active form of STAT3 in keratinocytes develop skin

lesions resembling those of human psoriasis (23). It is of note that

the induction of this particular phenotype in these transgenic mice

not only requires activated STAT3 in keratinocytes but also their

interaction with activated T cells, underscoring the importance of

T cell-mediated immunity. Our observation that OSM-mediated

signaling in human keratinocytes involves the activation of the

STAT3 pathway and that the expression of both type II OSMR and

OSM are increased in psoriatic lesions suggest that this cytokine

might play a role in certain aspects of the pathogenesis of this

disease in humans. During the reviewing process of the present

work, a related study describing the importance of OSM in the

induction of psoriasis-associated genes was published (24). Both

studies underline a putative role for OSM in psoriasis. In contrast,

the enhanced expression of type II OSMR and OSM in the lesional

skin of patients with atopic dermatitis and the production of OSM

by T cells isolated from these lesions indicate that OSM is likely

to have a broader function in skin inflammation.

FIGURE 7. TNF-a, IL-17 and OSM are major modulators of S100A7

and b-defensin 2 mRNA expression. A, NHEK were cultured in the pres-

ence or absence of the indicated cytokines (10 ng/ml) for 24 h. Relative

S100A7 mRNA expression was determined by quantitative RT-PCR anal-

ysis. CNTF, Ciliary neurotrophic factor; CT, cardiotrophin 1; CLC, car-

diotrophin-like cytokine; NP, neuropoietin; and TSLP, thymic stromal

lymphopoietin. B, NHEK were stimulated for 24 h in the presence or ab-

sence of the indicated combination of TNF-a, IL-17, IL-22, IL-1a, or OSM

(1 ng/ml). Relative S100A7 and b-defensin 2 mRNA expression was de-

termined by quantitative RT-PCR analysis. Results are expressed as the

relative expression of stimulated cells as compared with control cells. C,

RHE were stimulated for 24 h in the presence or absence of 10 ng/ml

TNF-a, IL-17, and/or OSM. Relative S100A7 and b-defensin 2 mRNA

expression was determined by quantitative RT-PCR analysis. Results are

expressed as the relative expression of stimulated cells as compared with

control cells.
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Indeed, among the predominant gene products induced by OSM

in the cultures of primary keratinocytes and in the reconstituted

epidermis are S100A7, also known as psoriasin, and S100A8 and

S100A9, which belong to a family of small calcium-binding pro-

teins with inflammation-inducing properties (25). The relevance of

the induction of members of the S100 family of proteins by OSM

in cutaneous inflammation is furthermore corroborated by the ob-

servation that S100A7, S100A8, and S100A9 are detected only at

very low levels in the epidermis of healthy donors, whereas their

expression is strongly induced in keratinocytes from psoriatic and

atopic dermatitic lesions (26, 27).

Both S100A8 and S100A9 have chemotaxis-inducing activity

and are strong chemoattractants for neutrophils (28). Moreover,

OSM induces the production of IL-8 and CXCL5 by keratinocytes,

known to mediate the chemoattraction of the latter cells via

CXCR2 (29–31). Because cellular infiltrates in psoriatic contain

large numbers of neutrophils (32) that are present in the so-called

Munro’s microabscess, these results indicate that OSM, via its ef-

fect on keratinocytes, might be involved in leukocyte chemotaxis

to these inflammatory skin lesions, thereby contributing to the lo-

cal cutaneous inflammation.

Keratinocytes from psoriatic patients also produce high levels of

antimicrobial peptides (3, 33). These peptides, present only at neg-

ligible levels in normal skin, are essential in the cutaneous innate

immune response to invading microorganisms, as shown in animal

models of infection (34). They might be, at least partially and

independently of the bacteriocidal activity of neutrophils, respon-

sible for the lesser susceptibility of psoriatic patients to infections

with microorganisms, as compared to patients with atopic derma-

titis who frequently suffer from serious skin infections. In partic-

ular, S100A7 has been shown to confer resistance to infection of

the skin by Escherichia coli (35). Similarly, b-defensin 2, another

protein with anti-microbial activities (36) induced by OSM in hu-

man keratinocytes, is expressed at high levels in psoriatic lesions

(37). The lower antimicrobial peptide production observed in

atopic dermatitic skin, despite the increased expression of the type

II OSMR and its ligand, could be a result of the concomitant in-

creased production of IL-4, IL-10 and IL-13 in these patients,

which have previously been described as inhibitors of b-defensin

2 synthesis (3, 38).

As reported previously, transcripts for several STAT3-signaling

cytokines, including IFN-g, IL-6, and the IL-10 related-cytokines

IL-19, IL-20, and IL-22, are increased in psoriatic lesions (17, 39,

40). In addition, a number of cytokines that do not activate STAT3

following interaction with their respective receptors, such as IL-1,

IL-17, and TNF-a, are also overexpressed in psoriasis (39, 41, 42),

suggesting their implication in this disease. By comparing the ca-

pacity of a large series of cytokines to modulate the expression of

genes associated with keratinocyte-mediated inflammation, che-

motaxis, and innate immune responses, we found that among the

STAT3-signaling cytokines OSM is one of the most potent medi-

ators of keratinocyte activation. Moreover, by using combinations

of IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a, and OSM, as well as successive

subtractions of the latter cytokines, we were able to determine that

IL-17, TNF-a, and OSM are important mediators in the induction

of a subset of keratinocyte gene products associated with skin in-

flammation. The combination of these three cytokines leads to a

very strong synergy with maximal values of gene induction of 104-

to 105-fold at higher concentrations of cytokines.

Taken together, the results of our study demonstrate that OSM

is one of the very few T cell-derived cytokines that is able to

directly trigger keratinocyte activation via the recruitment of the

STAT3 pathway. Because T cell infiltrates are a major source of

OSM, this cytokine, together with an increased expression of its

receptor components in both psoriatic and atopic dermatitic skin,

may participate to the phenotype and tissue remodeling observed

in these inflammatory skin diseases. Finally, our data show that

OSM and its receptor play an important role in cutaneous inflam-

matory responses in general, whereas its specific effects associated

with distinct inflammatory diseases depend on the cytokine

environment.
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Highly differentiated TH17 lymphocytes infiltrate chronically inflamed tissues 

Pène J., Chevalier S., Preisser L., Venereau E., Guilleux M-H., Moles J-P., Danger Y., 

Ravon E., Le Saux S., Yssel H., Gascan H. 

J.Immunol. In press. 

1. Identification et caractérisation des cellules Th17 infiltrant les tissus inflammés

 Des cellules T CD4+ ont été isolées à partir de lésions de patients atteints de maladies 

inflammatoires chroniques telles que le psoriasis, l’arthrite rhumatoïde ou la maladie de 

Crohn et également à partir de biopsies bronchiques prélevées à partir de patients atteints 

d’asthme sévère. En plus des cellules Th1 et Th2 classiques, caractérisées par la production 

réciproque d’IFN-γ ou d’IL-4, IL-5 et IL-13 respectivement, des cellules T productrices d’IL-

17 ont été isolées à partir des sites inflammatoires (Figures 1A et 1B). La production d’IL-17 

est inversement corrélée avec la production d’IFN-γ et la production des cytokines associées 

aux réponses Th2 telles que l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13 (Figure 1C). Aucune corrélation n’a été 

établie entre les productions d’IL-17 et d’IL-10. A l’inverse, une corrélation positive a été 

observée entre la production d’IL-17 et la production d’IL-22.  

 Nous avons ensuite réalisé des analyses par PCR quantitative afin d’identifier des 

gènes exprimés spécifiquement par les cellules Th17 humaines. Dans un premier temps, nous 

avons confirmé l’expression de facteurs de transcription spécifiques de chaque sous-

population cellulaire (Figure 2). Ainsi, l’expression du facteur T-bet est observée 

spécifiquement dans les cellules Th1. En ce qui concerne le facteur GATA-3, il est fortement 

exprimé dans les cellules Th2 mais pas de façon exclusive puisque des quantités non 

négligeables sont observées dans les cellules Th1 et Th17. Quant à RORC, il est décrit pour 

être spécifique des cellules Th17 et nous avons effectivement observé une expression de ce 

facteur qui est restreinte à la sous-population Th17. Des analyses par PCR quantitative nous 

ont permis de déterminer des gènes exprimés spécifiquement par les cellules Th17 (Figure 

3A). Nous avons ainsi identifié differentes cytokines et chimiokines, il s’agit de l’IL-17F, 

l’IL-22, l’IL-26, du TNF-α, de la lymphotoxine-β et de CCL20 (Figure 3B). Outre l’IL-17F 

l’expression de CCL20 est la seule expression restreinte aux cellules Th17. Son expression 



ANNEXES 

141

protéique a été confirmée par un dosage ELISA (Figure 3C). En ce qui concerne les 

récepteurs de cytokines et de chimiokines exprimés préferentiellement par les cellules Th17, 

nous avons identifié l’IL-1R1, l’IL-6R, l’IL-23R ainsi que CCR5 et CCR6 (Figure 3D). Les 

cellules Th17 sont décrites pour répondre à l’IL-23, nous avons donc vérifié la capacité des 

cellules Th17 isolées à répondre à cette cytokine par des expériences de signalisation 

cellulaire (Figure 3E). Les expressions de CCR5 et de CCR6 ont également été confirmées 

par des expériences de cytométrie en flux (Figure 3F). 

 Nous avons ensuite mis en évidence que l’expression de CCR6 définit les cellules T 

productrices d’IL-17. En effet, toutes les cellules T CD4+ CCR6+, isolées à partir d’une 

lésion psoriasique, produisent des quantités importantes d’IL-17 et d’IL-22 alors que ces deux 

cytokines ne sont pas produites par les cellules CD4+ CCR6- issues de cette même lésion 

(Tableau I). La fréquence des cellules productrices d’IL-17 infiltrant des tissus inflammés a 

été déterminée dans différentes pathologies telles que le psoriasis, la maladie de Crohn, 

l’arthrite rhumatoïde et l’asthme (Tableau II). Cette fréquence varie entre 10 et 30% selon les 

pathologies. 

2. Les cellules Th1 et Th17 induisent des profils d’expression génique différents sur des 

kératinocytes inflammatoires

 Nous avons ensuite analysé l’effet de surnageants de culture, de lymphocytes T isolés 

à partir de lésions psoriasiques, afin de déterminer leur capacité à moduler l’expression de 

gènes impliqués dans l’inflammation, dans des cultures primaires de kératinocytes (Figure 4). 

Ces surnageants contiennent principalement de l’IFN-γ mais également de l’IL-17, de l’IL-

17F, de l’IL-22, du TNF-α, de la lymphotoxine-β et de l’IL-26 (Figure 4A). Ils induisent 

l’expression de CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL8 mais également de CXCL10 et 

CXCL11 (Figure 4B). Des expériences réalisées à l’aide d’anticorps spécifiques de l’IL-17, 

du TNF-α ou de l’IFN-γ ont montré que l’induction de ces deux groupes de chimiokines sont 

sous le contrôle de ces trois cytokines (Figure 4C). Ces observations ont été confirmées en 

induisant l’expression de ces chimiokines grâce à l’activation des kératinocytes par de l’IL-

17, du TNF-α ou de l’IFN-γ recombinants (Figure 4D). De même, l’IL-17 et le TNF-α

induisent l’expression de l’IL-1F9 et de la β-défensine-2. De plus, nous avons montré une 

implication des cellules Th17, et plus particulièrement de l’IL-17 et de l’IL-22, dans 

l’induction de l’expression de la protéine S100A7 dans des épidermes reconstitués (Figure 5). 
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 Dans cette étude, nous avons donc identifié et caractérisé les cellules Th17 humaines 

infiltrant les tissus de patients atteints de maladies inflammatoires chroniques telles que le 

psoriasis, l’arthrite rhumatoïde et la maladie de Crohn. 



Chronically Inflamed Human Tissues Are Infiltrated by Highly

Differentiated Th17 Lymphocytes

Jérôme Pène,* Sylvie Chevalier,† Laurence Preisser,† Emilie Vénéreau,†

Marie-Hélène Guilleux,† Soufiane Ghannam,* Jean-Pierre Molès,‡

Yannic Danger,† Elisa Ravon,† Sabine Lesaux,† Hans Yssel,1* and Hugues Gascan1†

Chronic inflammatory diseases are characterized by local tissue injury caused by immunocompetent cells, in particular CD41 T

lymphocytes, that are involved in the pathogenesis of these disorders via the production of distinctive sets of cytokines. Here, we

have characterized single CD41 T cells that infiltrate inflamed tissue taken from patients with psoriasis, Crohn’s disease, rheu-

matoid arthritis, or allergic asthma. Results from a cytokine production and gene profile analysis identified a population of in vivo

differentiatedretinoid-related orphan receptor g-expressing T cells, producing high levels of IL-17, that can represent up to 30%

of infiltrating T lymphocytes. Activated Th17 cells produced IL-26, TNF-a, lymphotoxin-b, and IL-22. IL-17 and IL-22 concen-

trations secreted by tissue infiltrating Th17 cells could reach up to 100 nM and were inversely correlated with the production of

Th1- and Th2-associated cytokines. In addition, tissue-infiltrating Th17 cells are also characterized by high cell surface expression

of CCR6, a chemokine receptor that was not expressed by Th1 and Th2 cells, isolated from the same lesions, and by the production

of CCL20/MIP3a, a CCR6 ligand, associated with tissue infiltration. Culture supernatants of activated Th17 cells, isolated from

psoriatic lesions, induced the expression of gene products associated with inflammation and abnormal keratinocyte differentiation

in an IL-17 and IL-22-dependent manner. These results show that tissue-infiltrating Th17 cells contribute to human chronic

inflammatory disease via the production of several inflammatory cytokines and the creation of an environment contributing to

their migration and sequestration at sites of inflammation. The Journal of Immunology, 2008, 180: 7423–7430.

T
he CD41 T lymphocytes play a pivotal role in orchestrat-

ing the physiopathological immune reactions that underlie

the pathogenesis of chronic inflammatory diseases via the

production of distinctive sets of cytokines, as well as the expres-

sion of cell surface molecules, that are involved in their functional

activity (1). Because of the proinflammatory nature of its signature

cytokine, IFN-g, the activity of Th1 lymphocytes has traditionally

been linked to the induction and progression of tissue damage that

is a common dominator in these diseases, and the pathogeneses of

psoriasis vulgaris, rheumatoid arthritis, or Crohn’s disease are gen-

erally considered to be associated with Th1 type immune re-

sponses. Recently, however, a novel subpopulation of mouse

memory CD41 T lymphocytes has been identified that produces

high levels of IL-17 (2) and results from experimental models of

immune-mediated tissue injury have underscored a major role for

these so-called Th17 cells in the induction of inflammation and

tissue destruction in various disorders, such as experimental auto-

immune encephalomyelitis, collagen-induced arthritis, dermal in-

flammation, and inflammatory bowel disease (3–10). These reports

corroborate results from earlier literature showing an association

between the presence of IL-17-producing cells and inflammatory

disease (reviews in Refs. 11 and 12).

IL-17 belongs to a recently discovered family of cytokines that

contribute to the crosstalk between adaptive and innate immunity

(5). IL-17 and its relative IL-17F have strong proinflammatory

properties on a broad range of cellular targets, including epithelial

and endothelial cells, fibroblasts, keratinocytes, osteoblasts, and

monocytes/macrophages (12). In the mouse, IL-17 has been shown

to induce the production of the proinflammatory cytokines IL-6

and TNF-a, the chemokines CCL2 and CCL3, as well as matrix

metalloproteases that are effector molecules involved in leukocyte

diapedesis and tissue destruction (13). IL-17 also mediates the pro-

liferation, maturation, and chemotaxis of neutrophils (14).

Recently, the identification of peripheral blood-derived (15, 16)

human Th17 cells, as well as Th17 cells differentiated in vitro from

naive peripheral blood T cells (17), has been reported. However,

although human T lymphocyte populations with different cytokine

production profiles, including Th17 cells, can be obtained follow-

ing in vitro differentiation from naive peripheral blood-derived

precursor cells, this approach does incompletely mimic the in vivo-

inflammatory environment that drives the generation and differen-

tiation of those T cells that mediate tissue inflammation, and little

information is available on human IL-17-producing effector T cells

that infiltrate inflammatory lesions. In the present study, we have

phenotypically and functionally characterized in vivo differentiat-

edTh17 lymphocytes isolated from inflamed tissues of patients

with chronic inflammatory disease.

Materials and Methods
T lymphocyte cultures

In vivo differentiated human T cell populations were directly isolated from
biopsies taken from inflammatory sites of patients suffering from chronic
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inflammatory or autoimmune disease. Cutaneous biopsies were obtained
from active lesions of patients with psoriasis vulgaris (kindly provided by
Dr. Nadia Raison-Peyron, Service de Dermatologie, Hôpital St. Eloi,
Montpellier, France), bronchial biopsies from patients during an acute ep-
siode of severe asthma (from Dr. Pascal Chanez, Centre Hospitalier de
l’Université Arnaud de Villeneuve, Montpellier, France), intestinal biop-
sies from patients with active Crohn’s disease (from Prof. Jean-Michel
Fabre, Service de Chirurgie Digestive, Hôpital St. Eloi), and synovial tissue
from patients with rheumatoid arthritis undergoing surgery for joint replace-
ment (from Dr. François Canovas, Centre Hospitalier de l’Université Lapey-
ronie, Montpellier, France). All biopsies were obtained after informed consent
forms were signed, according to a protocol established by the Ethics Commit-
tee of the University Hospitals of Montpellier. Punch biopsies were washed
and transferred to a well of a 24-well tissue culture plate (Nunc) in the presence
of anti-CD3 and anti-CD28-coated magnetic beads (Ref. 18; Invitrogen) in
Yssel’s medium (19), supplemented with 1% human AB1 serum and 2 ng/ml
rIL-2 (R&D Systems). After 3 days of culture, 2 ng/ml rIL-2 were added to the

cultures, and growing T cells were collected after 7–10 days, stained with an
anti-CD4 mAb, cloned using a flow cytometer (FACSVantage; BD Bio-
sciences), and subsequently cultured in the presence of a irradiated feeder cell
mixture as described (20), in the presence of rIL-2 (2 ng/ml). From 10 to 14
days later, T cells were collected and used in subsequent experiments.

Keratinocyte cultures and in vitro-reconstituted epidermis

Primary human keratinocytes were cultured in a 12-well plate in keratin-
ocyte growth medium (Promocell) and were used at a concentration of
1.5 3 105 cells/well in experimental procedures. Reconstituted human epi-
dermis was generated as described previously (21).

ELISA

IL-4, IL-5, and IFN-g production was analyzed by cytokine-specific
ELISA, as described (20) or using kits for IL-10, IL-13 (Diaclone), IL-17,
IL-22, and MIP-3a (R&D Systems).

FIGURE 1. Correlations of cytokine production profiles of tissue-infiltrating Th cells. CD41 tissue-infiltrating T cell clones were stimulated with

immobilized anti-CD3 and anti-CD28 Abs for 24 h, and the production of cytokines was quantified in the culture supernatants by ELISA. A, Analysis of

IL-4, IFN-g, and IL-17 production by Th1, Th2, and Th17 clones. B, Number of Th1, Th2, and Th17 clones according to the magnitude of IL-4, IFN-g,

and IL-17 production. C, Comparison of IL-17 production with that of the other cytokines (units on x- and y-axis are in picograms per milliliter). Statistical

correlations were determined according to Spearman’s rank correlation test, and differences between pairs of cytokines were determined by Student’s t test.
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Immunofluorescence and flow cytometry analysis

Reconstituted epidermis samples were collected and embedded in OCT
compound (Miles), frozen in liquid nitrogen-precooled isopentane; and im-
munofluorescence was analyzed as described (21), using the anti-psoriasin
mAb clone 47C1068 (Santa Cruz Biotechnology) in association with a
secondary AlexaFluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG (Invitrogen).
Flow cytometry analysis of T cells was conducted as described (20), using
PE-conjugated anti-CD4, -CCR5, and -CCR6 mAbs or an isotype control
mAb (R&D Systems). Cell fluorescence intensity was analyzed on a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) using CellQuest software.

Quantitative PCR analysis

Total RNA was extracted using an RNeasy microkit (Qiagen), according to
the manufacturer’s protocol. One microgram of RNA was reversed tran-
scribed into cDNA using random hexamer primers and Superscript II re-
verse transcriptase (Invitrogen). Primers were designed using Primer3 soft-
ware (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer38www.cgi). PCR
amplifications reactions were conducted in duplicate with iQ-SYBR Green
Supermix (Bio-Rad) in a 15-ml reaction volume containing 200 nM prim-
ers and 5 ng of cDNA, and using a Chromo4 System (Bio-Rad). Thermal
cycling was initiated with a 3-min incubation at 95°C followed by 40
cycles of 95°C for 10 s, 55°C for 15 s, and 72°C for 15 s. The DCt method
was retained for quantification and GAPDH, HPRT1, and HSPCB house-
keeping genes used for multiple normalization as described previously
(22).

Western blotting analysis

One million Th17 lymphocytes were incubated for 15 min with rIL-23,
rIL-6, rIFN-g, or rIL-4 (25 ng/ml) and were subsequently lysed in Laemmli
loading buffer. Cell lysates were sonicated, submitted to SDS-PAGE gel
electrophoresis, and transferred onto an Immobilon P transfer membrane
(Millipore). The membranes were incubated overnight with a polyclonal
Ab raised specific for phospho-705-Stat3, phospho-701-Stat1, or tubulin,
respectively (Cell Signaling Technology) and stained with a HRP-conju-
gated goat anti-rabbit Ab (Biosource).

Software and statistical analysis

Three-dimensional scatter plots were drawn using Spotfire DecisionSite
version 9.0 software. Correlations were determined by Spearman’s rank
correlation test, and statistical significance was determined by Student’s t

test using GraphPad Prism version 5.0 software (GraphPad Software). Re-
sults were statistically significant for p # 0.05.

Results
Identification of Th17 cells infiltrating inflamed tissues

CD41 T cells were directly isolated from inflamed lesions of pa-

tients with chronic inflammatory disease, including psoriasis vul-

garis, rheumatoid arthritis, or Crohn’s disease, as well as from

bronchial biopsies taken from patients with severe asthma. After

cloning by electronic sorting, the cytokine production profiles of

.500 in vivo differentiated T cell clones was determined after

their activation via CD3 and CD28. In addition to classic Th1 and

Th2 cells, characterized by the reciprocal production of IFN-g or

IL-4, IL-5, and IL-13, respectively, IL-17-producing T cells were

isolated from the inflammatory sites (Fig. 1, A and B). The use of

short-term culture conditions, in the absence of exogenous polar-

izing cytokines, allowed a direct ex vivo comparison of production

of IL-17 with that of IFN-g and IL-4. The production of IL-17 was

found to inversely correlate with the production of IFN-g, as well

as with the production of the Th2 response-associated cytokines

IL-4, IL-5, and IL-13, with p values ranging from 1025 to 10210

depending on the studied cytokine (Fig. 1C). A large number of T

cell clones producing Th1 or Th2 cytokines, in addition to IL-17,

were isolated from inflamed tissue as well. No significant corre-

lation, neither positive nor negative, could be established between

the production of IL-17 and that of IL-10 (Fig. 1C). In contrast,

however, the production of IL-17 by human CD41 T cells was

strongly and quantitatively correlated with that of IL-22 ( p , 2 3

1025; Fig. 1C).

Infiltrating Th17 cells specifically express retinoid-related

orphan receptor g (RORC)2 transcription factor

Expression of Th lineage-specific transcription factors is a dis-

tinctive feature of subpopulations of cytokine-producing T lym-

phocytes. In the mouse, the nuclear receptor retinoid-related

orphan receptor gt (RORgt) has been shown to be necessary and

sufficient to control IL-17 transcription and to drive the differ-

entiation of IL-17-producing cells from naive T cells (23). All

T cell clones, selected for their high levels of IL-17 and IL-22

production, specifically and constitutively expressed the gene

product of RORC, the human ortholog of mouse RORgt (Fig. 2;

p , 0.002). None of these Th17 clones expressed the Th1-

specific transcription factor T-bet which, as expected, was

prominently expressed in the Th1 clones. In contrast, however,

the transcription factor GATA-3 factor was found to be ex-

pressed preferentially in Th2 cells and to a lesser level in both

Th1 and Th17 populations.

Cytokine and cytokine receptor profile of tissue-infiltrating Th17

cells

To further characterize human tissue-infiltrating Th17 cells, the

expression profile of 230 genes corresponding to all known cyto-

kines and chemokines, as well as their respective receptors, was

analyzed by quantitative PCR and compared with that of Th1 and

Th2 cells activated via CD3 and CD28 (n 5 8 for each subpopu-

lation). Sixty-six percent of the analyzed genes displayed a similar

distribution profile among the three Th lymphocyte lineages (Fig.

3A). The Th17 lymphocytes predominantly expressed 12 genes

that were either absent or strongly decreased in Th1 and Th2 lym-

phocytes. In addition to IL-17 and IL-22 mRNA, a strong expres-

sion IL-17F, IL-26, TNF-a, and lymphotoxin (LT)-b transcripts

was detected (Fig. 3B). Another gene that was specifically

2 Abbreviations used in this paper: RORC, retinoid-related orphan receptor g; LT,
lymphotoxin; RORgt, retinoid-related orphan receptor gt.

FIGURE 2. IL-17-producing T cell clones express the RORC gene product. Tissue-infiltrating T lymphocytes were analyzed for the expression of RORC,

T-bet, and GATA-3 transcripts by quantitative PCR. p values were determined as in Fig. 1.
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expressed by the Th17 but by neither the Th1 nor the Th2 cell

clones was the CCR6 ligand CCL20. The exclusive production of

this chemokine by human Th17 cells was confirmed at protein

level in the culture supernatants of the latter cells after their acti-

vation by via CDC3 and CD28, yet was undetectable in the culture

supernatants of the other T cell subpopulations (Fig. 3C).

FIGURE 3. Gene expression profile analysis of tissue-infiltrating T lymphocytes. A, Relative expression of gene transcripts, based on data normalized with

respect to the expression of the G3PDH reference gene on highly polarized Th17, Th1, or Th2 clones, derived from various tissues (n 5 8 in each group), that

were activated with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs immobilized onto magnetic beads for 6 (A, B, and D) or 24 h (C and F). mRNA expression of genes encoding

cytokines and chemokines (B) or their receptors (D) was determined by quantitative PCR. C, Secretion of CCL20, as quantified by ELISA (mean6 SD; n 5 4).

E, Representative Th1, Th2, and Th17 clones were incubated for 15 min with 25 ng/ml IL-2, and phosphorylation of Stat-3 was analyzed by SDS-PAGE and

Western blotting analysis. F, Cell surface expression of CCR5 and CCR6, as determined by flow cytometry (representative result of n 5 6).
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The cytokine receptor profile showed a preferential expression

by Th17 cells of transcripts for the IL-1, IL-6, and IL-23 receptor

chains (Fig. 3D). A specific recruitment of the Stat3 signaling

pathway was observed in Th17, but neither Th1 nor Th2, cells in

response to stimulation with IL-23, thereby demonstrating the

functionality of the corresponding receptor (Fig. 3E).

Chemokine receptor expression

Human tissue-infiltrating Th17 cells expressed a distinctive pattern

of chemokine receptors. A 5-fold enhanced expression of CCR5

transcripts, as compared with the expression of this chemokine

receptor by tissue-infiltrating Th1 and Th2 cells (Fig. 3D), was

detected and confirmed by flow cytometry analysis (Fig. 3F). Im-

portantly, however, a strongly enhanced expression of CCR6 tran-

scripts was observed in human Th17 cells (Fig. 3D), which was

completely absent from Th1 and Th2 cells. The specific cell sur-

face expression of CCR6 by Th17 cells was confirmed by flow

cytometry analysis (Fig. 3F).

CCR6 expression defines IL-17-producing T cells

To determine whether expression of CCR6 on T cells could be

used to identify IL-17-producing T cell populations, we sorted and

cloned primary CD41 T cells, isolated from an active lesion of

psoriatic skin, based on the presence or absence of this chemokine

receptor. All CD41CCR61 T cell clones were found to produce

high levels of IL-17 and IL-22, whereas these two cytokines were

not produced by the CD41CCR62 T clones. Production levels of

IL-4, IL-5, and Il-13 by the latter cells were superior to those

produced by the CD41CCR61 T cell clones in a statistically sig-

nificant manner, whereas the production of IL-10 was not statis-

tically different between both populations (Table I).

The frequency of tissue-infiltrating Th17 cells isolated from the

various biopsies, as measured by the production of IL-17 and

IL-22 by individual T cell clones, was variable and between 10 and

30% of such cells could be detected in addition to IL-4-, IFN-g-,

and IL-10-producing cells (Table II). To validate these results and

to exclude any effect of the cloning procedure, primary tissue-

infiltrating T cells were propagated for 7 days under neutral culture

conditions with anti-CD3/CD28 mAbs in the presence of IL-2 and

were analyzed for the expression of CD4 and CCR6 by flow cy-

tometry. Frequencies of CD41CCR61 cells remained stable in the

culture and were comparable with those of Th17 clones identified

by measuring the production of IL-17 and IL-22 (Table II).

Th1 and Th17 cell cells induce different gene expression profiles

in inflammatory keratinocyte differentiation

Mainly based on results from experimental mouse models, in-

flamed tissue-infiltrating T lymphocytes were until recently con-

sidered to be of the Th1 phenotype, with a recent and increasing

appreciation for a role for Th17 cells in the tissue destruction that

is characteristic for several inflammatory and autoimmune diseases

(24). To evaluate the functional activity of Th1 and Th17 lympho-

cytes in such infiltrates, the relative expressions of Th1 and Th17

cell-associated cytokine transcripts, respectively, were analyzed by

quantitative PCR in primary T cells and expanded from a psoriatic

skin lesion, and their culture supernatants were analyzed for their

capacity to affect the expression of several selected genes, associ-

ated with inflammation in primary keratinocytes. In line with the

results obtained after the analysis at the single-cell level, described

above, psoriatic tissue-infiltrating T cells showed a prominent ex-

pression of IFN- g mRNA and to a somewhat lesser extent those

of IL-17, IL-17F, IL-22, TNF, LT, and IL-26 transcripts (Fig. 4A).

Culture supernatants, prepared from these cells activated via CD3

and CD28, induced the expression of transcripts for CXCL1,

CXCL2, CXCL3, CXCL5, and CXCL8, as well as CXCL10 and

CXCL11 in primary keratinocytes (Fig. 4B). The induction of each

of these two chemokine receptor-binding ligands was found to be

under the control of IL-17 and TNF-a or IFN-g, respectively, as

Table I. Cytokine production profiles of CCR61 and CCR62 T cell clonesa

Clones Tested Cytokines Produced (ng/ml)

CCR6 No. IL-17 IL-22 IL-10 IL-4 IL-5 IL-13 IFN-Y

CCR61 19 13.56 17.1b 9.3 6 9.2 3.66 4.8 1.1 6 2.0 3.5 6 6.2 7.5 6 9.4 0.56 0.7
CCR62 10 0.046 0.05 0.046 0.03 8.56 11.4 11.66 13.8 24.96 26.6 40.46 50.2 0.8 6 0.9
p value #0.0001c #0.001 NS #0.01 #.0.05 #0.05 NS

a T cells obtained from the skin biopsy of a psoriatic patient were double-stained with an anti-CD4 FITC and an anti-CCR6 PE mAb. CD41CCR61

and CD41CCR62 T cells were cloned using a cell sorter and expanded in culture conditions using IL-2 only as a growth factor. T cell clones were then
activated using immobilized anti-CD3 and anti-CD28 mAbs and the presence of cytokines in the culture supernatants was quantified by ELISA.

b Mean 6 SD.
c As determined by the Mann-Whitney nonparametric test. NS: Non-significant.

Table II. Presence of IL-17-producing cells in inflamed tissues

Pathologies

CCR61 T
Cells (% of
CD41 Cells)a

No. of
Tested
Clonesb

Cytokines Produced
(% of Producing Clones 2 Mean Production in ng/ml)c

IL-17 IL-22 IL-10 IL-4 IFN-Y

Psoriasis 29 183 27%2 12.3 62% 2 13.0 53% 2 2.5 88%2 4.0 68% 2 0.9
Crohn’s disease 21 97 29%2 28.1 67% 2 7.5 45% 2 4.2 84%2 10.2 89% 2 5.6
Rheumatoïd arthritis 10 78 13%2 1.9 41% 2 6.3 37% 2 1.4 87%2 7.9 100% 2 12.8
Asthma 18 210 21%2 19.9 74% 2 15.7 61%2 3.8 93% 2 11.2 90%2 5.8

a Tissue-infiltrating T lymphocytes were isolated from biopsies taken from various inflammatory pathologies (two patients in each group except for
bronchial asthma: n 5 3) and expanded in culture conditions using IL-2 only as a growth factor. After a 2-wk culture period, the frequency of
CD41CCR661 T cells was estimated by double immunofluorescence and FACS.

b In parallel, resting T cells were cloned, and the clones were expanded for an additional period of 15 days in IL-2 alone.
c T cell clones were activated using immobilized anti-CD3 and anti-CD28 mAbs and the presence of Th17-, Th2-, and Th1-aassociated cytokines, as

well as IL-10, in the culture supernatants was quantified by ELISA. For each cytokine analyzed, the values represent the percentage of cells producing
this cytokine. Numbers in parentheses, mean amount (nanograms per milliliter) produced by the cells.
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shown by the effect of neutralizing Abs specific for these cytokines

(Fig. 4C), as well as the addition of the recombinant cytokines

themselves (Fig. 4D). Moreover, IL-17, but not IFN-g, in these

culture supernatants also induced the expression of transcripts for

IL-1F9, an IL-1 family member expressed by keratinocytes, and of

human b-defensin 2 (Fig. 4B). Finally, culture supernatants gen-

erated from T cell clones derived from this psoriatic skin-infiltrat-

ing T cells were tested for their ability to induce the expression of

S100A7-psoriasin, an inflammation-associated protein that is

strongly expressed in psoriatic skin. Th17 cell-derived culture su-

pernatants strongly induced the expression of S100A7-psoriasin

which was dependent on the action of both IL-17 and IL-22 (Fig.

5), given that the depletion of both cytokines using neutralizing

mAb abolished this effect. The use of recombinant cytokines con-

firmed that IL-17 and IL-22 acted in a synergic manner, whereas,

in contrast, IFN-g had only minimal effects. Keratinocyte matura-

tion during the 4 days of culture remained unchanged, as shown by

staining with an anti-involucrin mAb (results not shown).

Discussion
In this present study, we have characterized CD41 tissue-infiltrat-

ing human Th17 cells isolated from inflamed sites of patients with

chronic inflammatory disease by comparing their gene expression

profile with that of Th1 and Th2 cells isolated from the same

lesions and generated under identical experimental conditions. Af-

ter a single stimulation via CD3 and CD28, these cells were ex-

panded under neutral culture conditions in the presence of IL-2 and

single cloned cells were classified, according to their cytokine pro-

duction profile, into different Th subpopulations. In agreement

with the notion that the inflammatory environment contains T cells

producing not only inflammatory but also anti-inflammatory, cy-

tokines, production of IFN-g, IL-4, and IL-17 was observed among

the more than 500 CD41 T cells clones that were analyzed.

It has been hypothesized, based on the evidence of independent

regulation of each cytokine gene, that cytokine-producing effector

cells display a spectrum of cytokine profiles of which Th1 and Th2

cells are only two possible extremes, thereby representing the uni-

versal end points of continued Ag exposure (25). In agreement

with this notion, many tissue-infiltrating T cells were found to be

heterogeneous in the number and the cytokine combinations that

they produce, independent of the type of inflammatory sites the

cells were isolated from. However, T cell clones producing com-

binations of cytokines were generally those with low production

levels, whereas the degree of polarization increased with T cell

clones producing higher cytokine levels of IL-4, IFN-g, or IL-17.

In this respect, in contrast to in vitro differentiated peripheral

blood-derived Th17 cells that were reported to produce both IFN-g

and IL-17 (16, 17), many of the IL-17-producing T cell clones

FIGURE 4. Th17 cells induce the expression

of gene products associated with inflammation

in primary keratinocytes. A, Expression of cyto-

kine and chemokine transcripts in activated pso-

riatic lesion-infiltrating T lymphocytes, as deter-

mined by quantitative PCR. The effect of culture

supernatants of these T lymphocytes (10% v/v),

activated for 24 h via CD3 and CD28, in the

absence (B) or presence (C) of neutralizing anti-

IL-17, TNF-a, or IFN-g mAbs or the direct ef-

fect of recombinant cytokines (10 ng/ml; D) on

the expression of the CXCR2 and CXCR3 li-

gands, IL-1F9 and b-defensin 2 (HBD-2), in pri-

mary keratinocytes was measured by quantita-

tive PCR. SD was ,10% of two independent

experiments.

FIGURE 5. IL-17 and Il-22 produced by Th17 cells induce, in a synergistic manner, the expression of S100A7 in reconstituted human epidermis.

Reconstituted human epidermis was incubated in medium only or with 10 ng/ml rIL17 and rIL-22, alone, in combination, or with 10 ng/ml rIFN-g, with

10% (v/v) of the culture supernatant of two anti-CD3-CD28 mAb-activated tissue-derived Th17 clones, and one of these culture supernatants was depleted

for the presence of IL17 and IL-22. After 4 days, the expression of S100A7 was determined by immunofluorescence analysis.
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isolated from chronically inflamed lesions did produce only very

weak levels of IFN-g, IL-4, or other Th2-associated cytokines,

whereas IL-17 and the Th17-associated cytokine IL-22 were pro-

duced at much higher levels by the latter cells and could reach up

to nanomolar range concentrations. An inverse correlation between

IL-17 and IFN-g production was also observed when comparing

the production of both cytokines by all CD41 T cell clones isolated

from different inflamed sites. Low frequencies of Th17 clones iso-

lated from biopsies of patients with rheumatoid arthritis were ac-

companied by a high frequency of IFN-g-producing cells, whereas

the opposite situation was observed for T cells isolated from bi-

opsies from the other inflammatory disease types (Table II). The

lower frequency of Th17 cells isolated from synovial biopsies

could be due to the clinical status of the disease, given that they

were taken from patients undergoing joint replacement who gen-

erally present lower inflammatory symptoms at that stage of the

disease. These results indicate that the cytokine profile of Th17

cells, derived from either peripheral blood cells or infiltrating pa-

tient tissues (15–17), express similar signatures but that a part of

tissue-infiltrating Th17 is strongly polarized with very high secre-

tion levels of Th17-type cytokines, most likely reflecting the

chronic and repetitive activation of this cell lineage at the inflam-

matory site. The polarized phenotype of these Th17 cells was fur-

thermore underscored by their specific expression of the human

ortholog of RORgt, RORC, irrespective of the type of disease they

were generated from, unlike peripheral blood-derived Th17 cell

clones that were reported to express both RORC and the Th1 cell-

specific transcription factor t-bet (16).

The production of IL-17 by tissue-infiltrating Th17 cells was

strongly associated with that of IL-22, a class II cytokine belong-

ing to the IFN-IL-10 family of cytokines (review in Ref. 26).

These results confirm previously published studies showing that

IL-22 is produced preferentially by activated mouse (27) as well as

human (16) Th17 lymphocytes. However, and as reported in the

mouse (27), it is shown here that the production of human IL-22 is

also not restricted to IL-17-producing cells, because not only Th1,

but also Th2 cells were found to produce this cytokine, albeit at

much lower levels (data not shown). The general conclusion there-

fore is that whereas the production of IL-17 is strongly correlated

with that of IL22, the production of the latter cytokine is not al-

ways correlated with that of IL-17. IL-22 has initially been iden-

tified as an inflammatory cytokine, able to induce the production of

acute-phase reactant by hepatocytes (28). IL-22 also has strong

inflammation-inducing effects on keratinocytes of IL-22 (29), and

it was reported very recently that IL-22 mediates dermal inflam-

mation and acanthosis of mouse epidermis (9). Indeed, culture su-

pernatants derived from an activated Th17 clone, isolated from a

psoriatic lesion, strongly induced the expression of psoriasin or

S100A7, a proinflammatory protein belonging to the S100 family

of calcium-binding proteins, in reconstituted human epidermis in

an IL-22-dependent manner. Interestingly, whereas IL-17 used

alone had little effect, it strongly enhances, in a synergistic manner,

IL-22 mediated induction of S100A7 protein expression in recon-

stituted epidermis.

Th17 cells also express increased levels of transcripts for IL-26,

a proinflammatory cytokine belonging, like IL-22, to the IFN-

IL-10 family. Little is known on the biology of IL-26 other than

that it targets colon epithelial cells and that it is likely to be in-

volved in mucosal immunity (30). Finally, the finding that Th17

cells also express strongly enhanced transcripts for the proinflam-

matory genes, TNF-a and LT-b, generally thought to be associated

with Th1 lymphocyte responses, further points to the inflammatory

capacity of these cells and their potential for tissue destruction.

Culture supernatants, derived from activated psoriatic skin-in-

filtrating T cells induced the expression of transcripts for the

CXCR2-binding chemokines, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5,

and CXCL8, as well as the CXCR3 ligands CXCL10 and CXCL11

in primary keratinocytes. All CXCR2-binding chemokines are

strong chemotactic factors for neutrophils, whereas CXCR3 is spe-

cifically expressed on Th1 cells that via the production of IFN-g

favor their own recruitment into the inflammatory sites. The in-

duction of each of these two chemokine receptor-binding ligands

on keratinocytes is under the control of IL-17 and TNF-a or

IFN-g, respectively (31, this study), thereby functioning as a pos-

itive feedback loop for the recruitment of inflammatory cells. Fur-

thermore, these results show that tissue-infiltrating Th1 and Th17

cells differ in their chemokine expression-inducing activity on ke-

ratinoyctes, the latter subpopulation essentially reinforcing the re-

cruitment of neutrophils and macrophages to the site of inflamma-

tion via its effect on CXCR2.

Among the various chemokine receptors that were analyzed,

transcripts for CCR5 were strongly enhanced in Th17 cells, as

compared with Th1 and Th2 cells, which was confirmed by a

strong expression at the cell surface of these cells. This contrasts

with data from previous studies in the literature, in which the ex-

pression of CCR5 has been reported to be specific for Th1 lym-

phocytes (32). However, these results were obtained with rather

ill-defined in vitro differentiated Th1 cell clones and, similar to the

reported in vitro differentiated IFN-g-producing Th17 cells, prob-

ably do not reflect the polarized in vivo differentiated cell popu-

lations described here. Moreover, although T cells infiltrating the

synovial tissue from patients with rheumatoid arthritis were found

to express CCR5 (32), in the light of emerging knowledge on the

involvement of T cell subpopulations in inflammatory disease,

these synovium-infiltrating cells might represent Th17, rather than

Th1 lymphocytes. In contrast, a strongly enhanced and specific

expression of CCR6 by human Th17 cells was observed which is

in keeping with results from recently published reports (15–17, 33)

and which shows that this chemokine receptor can be considered

as a cell surface marker for the identification of Th17 cells. CCR6

is a receptor that mediates leukocyte homing to skin and mucosal

tissue (34). Moreover, its ligand, CCL20, triggers integrin-depen-

dent arrest of memory, but not naive, CD41 T cells onto endothe-

lial cells, thereby controlling lymphocyte-endothelial cell recogni-

tion and recruitment of CCR6-expressing T cells (35). CCL20,

which is constitutively expressed in normal skin and mucosa-as-

sociated tissues, is up-regulated by IL-17 (36). Activated Th17

cells were found to express strongly enhanced transcription levels

of CCL20, and the exclusive production of this chemokine by hu-

man Th17 cells was confirmed at protein level in their culture

supernatants. The results are in line with the observation that

CCL20 and its receptor CCR6 are markedly up-regulated in in-

flammatory lesions such as those observed in psoriasis (36). The

finding that activated human tissue-infiltrating Th17 cells not only

express CCR6 but also produce its ligand CCL20 suggests that

these cells create a particular inflammatory environment favoring

their own migration and sequestration and therefore the perpetu-

ation of chronic inflammatory disease.

Taken together, the results from the present study demonstrate

that tissue-infiltrating Th17 lymphocytes are highly differentiated

cells with a particular and restricted cytokine secretion profile.

Because the IL-22R, IL-17R, TNFRs, and possibly IL-26R are

expressed in a wide range of tissue-resident cells, including kera-

tinocytes, fibroblasts, epithelial cells, astrocytes, and synoviocytes

(37, 38), they are likely to be the targets of the deleterious effects

of Th17 lymphocytes. Furthermore, the capacity of IL-17 to induce
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the production of both ligands for the Th17 cell-specific chemo-

kine receptor CCR6, CCL20 (39), and b-defensin-2 (40), as well

as the expression of the Th1 cell-specific CXCR3 agonists

CXCL9, CXCL10, and CXCL11 (41), indicates that this cytokine

creates a positive feedback mechanism that further attracts Th17 as

well as Th1 cells to the site of inflammation.
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